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METILACIÓN DEL GEN MLH1 E INESTABILIDAD DE MICROSATÉLlTES, UNA SERIE DE 
PACIENTES CON CÁNCER COLORRECTAL 
GEN MLH1 METHYLATION AND MICROSATELLlTE INSTABILlTY, A SERIE OF 
COLORRECTAL CANCER PATIENTS 
RESUMEN 
El cáncer colorrectal es una neoplasia maligna frecuente , es la segunda causa de mortalidad por 
cáncer en países desarrollados, mientras que en países en vía de desarrollo es la sexta causa de 
muerte. En nuestro país el cáncer colorrectal es la cuarta causa de muerte de mortalidad y se ha 
estimado que aproximadamente 1500 individuos mueren anualmente por esta causa. 
Una proporción de cánceres colorrectales muestran una predisposición genética (5%) y la restante 
es esporádico. Los tumores colorrectales progresan luego de una serie de estados y cambios 
genéticos que implican la inactivación de genes supresores tumorales. La modificación epigenética 
también es un mecanismo importante en la génesis del cáncer colorrectal , el silenciamiento 
transcripcional génico y la reducción de la expresión de la proteína correspondiente por 
hipermetilación de islas CpG en regiones promotoras de genes como el MLH1 
En el presente estudio se pretende conocer la asociación de éste cáncer con inestabilidad 
microsatelital , el estado de metilación de un gen: el MLH1 y la expresión inmunohistoquímica del 
producto proteico evaluada en tejidos tumorales incluidos en parafina de 155 casos de cáncer 
colorrectal . 
ABSTRACT 
Colorrectal carcinoma is a frequent malignant tumor, this is the second cause of cancer death in the 
development word , while in developing countries it is the sixth cause of death . In our country the 
colo rectal cancer is the fourth cause of cancer mortality and it is estimated that approximately 1500 
individuals die annually due colorectal carcinoma . 
A proportion of colorectal cancers shows a genetic predisposition (5%) and the remaining 
proportion of tumors is sporadic. Colorectal tumors progress through a series of stages and genetic 
changes that involve activation of oncogenes and inactivation of tumor suppressor genes. The 
epigenetic modification is also an important mechanism in the genesis of colorectal cancer, 
transcriptional gene silencing and reduction of the corresponding protein expression by 
hypermethylation of CpG islands in promoter regions of genes such as MLH1 
In this study we explore the association of this cancer with the Microsatellite instability, MLH1 gene 
methylation status and its immunohistochemical expression evaluated in paraffin-embedded tumor 
tissues from 155 colorectal cancer cases. 
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1. Introducción. 
El cáncer colorrectal es una enfennedad que se desarrolla a través de múltiples pasos en donde 
las células de revestimiento epitelial intestinal adquieren un comportamiento diferente al nonnal con 
incremento de su capacidad proliferativa e invasiva. La transfonnación neoplásica observada es el 
resultado de la acumulación de múltiples mutaciones somáticas de las células epiteliales. 
Son muchas las alteraciones moleculares descritas en el cáncer en general, además de lesiones 
específicas en genes que han sido relacionadas con el desarrollo de una neoplasia. 
Específicamente en el cáncer colorrectal, el origen genético se relaciona con mutaciones en genes 
implicados en la reparación de errores de la cadena hija o recién fonnada de ADN. 
La modificación epigenética también es un mecanismo importante en la génesis del cáncer 
colorrectal , el silenciamiento transcripcional génico y la reducción de la expresión de la proteina 
correspondiente por hipennetilación de islas CpG en regiones promotoras de genes como el MLH1. 
El cáncer colorrectal esporádico representa cerca del 80% de los casos: entre el 8 al 10% hay 
antecedentes familiares y de este pequeño porcentaje, el 4 - 8% presentan fonnas claramente 
hereditarias. 
En las células tumorales existen dos tipos de inestabilidad: la cromosómica (tales como 
traslocaciones, deleciones, duplicaciones, aneuploidías, inversiones) y la microsatelital 
(relacionada con cambios en las secuencias microsatélites) . 
Con el presente proyecto de investigación se pretende conocer la asociación de éste cáncer con el 
estado de metilación de un gen: el MLH1 y la expresión inmunohistoquímica del producto proteico 
evaluada en tejidos tumorales incluidos en parafina, a través de un método que pueda convertirse 
en un protocolo de rutina de estudio de estos pacientes (1). 
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2. Justificación. 
El cáncer colorrectal es una lesión neoplásica cada vez más frecuente y mortal que altera 
notablemente la calidad de vida y disminuye la expectativa de vida de los afectados, además de 
representar una fuente de costos creciente en la prestación de servicios de salud . Si bien en 
nuestro medio se han realizado algunos estudios a fin de determinar algunas de las características 
de este cáncer, es importante tratar de establecer un protocolo de estudio diagnóstico que 
establezca su origen e historia natural , tal como en el presente trabajo que se evaluará el 
silenciamiento de uno de los genes implicados en la reparación , el MLH1, mediante la 
determinación de su estado de metilación , su expresión inmunohistoquímica y el grado de 
inestabilidad microsatelital , un método que puede ser accesible rutinariamente a estos pacientes y 
que puede servir como marcador de pronóstico y tratamiento . 
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3. Estadísticas del cáncer. 
De acuerdo con las estadísticas publicadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS)*, el 
cáncer es una de las principales causas de mortalidad, se estima que en 2005 murieron por esta 
causa 7.6 millones de personas. 
Más del 70% de las muertes por cáncer ocurren en países con medios y bajos ingresos, cuyos 
recursos de prevención, diagnóstico y tratamiento son deficientes o inexistentes. 
Los siguientes son los tipos de cáncer que producen mayor morbimortalidad: 
1. Pulmón : 1.3 millones de muertes anuales. 
2. Estómago: cerca de 1 millón de muertes anuales. 
3. Hígado: 662000 muertes al año. 
4. Colon: 655000 muertes al año. 
5. Mama: 502000 muertes al año. 
1. Datos publicados en el boletín oficial de la OMS en febrero de 2006. 
En Estados Unidos, el cáncer colorrectal se considera la segunda causa de muerte por cáncer. En 
2002 se diagnosticaron aproximadamente 148300 nuevos casos y murieron cerca de 56000 
personas por esta causa (2, 3, 4). 
En Colombia Según el boletín "Incidencia estimada y mortalidad por cáncer en Colombia, 1995 -
1999" el cáncer de colon ocupa la cuarta posición tanto en hombres como en mujeres. En 2002 se 
registraron 4295 nuevos casos con mayor cifra en mujeres y se ha estimado que alrededor de 1500 
individuos mueren anualmente por esa causa (4) . En la actualidad el manejo depende 
exclusivamente de los hallazgos histopatológicos. 
En países desarrollados (USA) la incidencia ajustada por edad para el 2001 fue de 40.56 y la tasa 
de mortalidad por 100.000 ajustada por edad fue de 15.87, en Colombia durante el mismo periodo, 
la incidencia ajustada por edad fue de 11.58 y la tasa de mortalidad ajustada por edad fue de 5.83 
(según la IARC). 
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4. Estado del Arte. 
4.1. Anatomía e Histología del colon. 
El colon comprende la porción final del tracto gastrointestinal de 140 cm de longitud (rango entre 71 
a 175 cm) en el adulto. Se extiende desde la válvula ileocecal en la fosa iliaca derecha hasta el 
canal anal (5) y se divide en ciego, colon ascendente (derecho), transverso, descendente 
(izquierdo) y recto. El colon ascendente se une al transverso en el ángulo hepático del colon justo 
por debajo del lóbulo derecho hepático, y en el ángulo esplénico se unen el colon izquierdo y 
transverso. El omento mayor está unido al borde anterior del colon transverso. El recto 
corresponde a la parte extraperitoneal del colon . El recto se une al colon sigmoides a nivel de la 
tercera vértebra sacra y desciende 3 a 4 cm en un punto anterior a la punta del sacro, atraviesa el 
diafragma pélvico y desciende al canal anal (6). 
Su principal función es la reabsorción de agua y electrolitos, de aproximadamente 2 litros diarios, 
del bolo fecal para hacerlo mas compacto para su evacuación, además de la producción de mucina 
que facilita el transporte de heces (7). 
La pared del colon consta de cuatro capas: 
• Mucosa: La capa mucosa es lisa porque tiene tres componentes: epitelio, lámina propia y 
muscular de la mucosa. El epitelio de revestimiento es una monocapa de células 
columnares y las criptas de Lieberkühn, el epitelio está especializado en la secreción de 
moco y en la absorción de sales y de agua. Del epitelio de revestimiento se reconocen: 
./ Enterocitos que son las células más abundantes del tracto gastrointestinal, 
son células absortivas, más bajas que en el intestino delgado, encargadas de 
absorber agua. Las células de revestimiento forman glándulas tubulares 
denominadas criptas de Lieberkühn más largas, grandes, numerosas y rectas que 
en el intestino delgado (64) . El epitelio constituye una barrera protectora estructural 
y funcional contra microorganismos, virus, antígenos y sustancias extrañas . 
./ Células caliciformes que poseen en su citoplasma gránulos con mucina . 
./ Células M (membranosas de los micropliegues) que revisten las placas de 
Peyer y permiten la entrada de antígenos . 
./ Células indiferenciadas o pluripotenciales que dan origen a los enterocitos . 
./ Las células enteroendocrinas presentes en la base de la cripta, de forma 
piramidal y gránulos eosinófilos. 
Bajo el epitelio de revestimiento se observa una fina lámina propia y células musculares 
lisas (musculares mucosae). Las criptas de Lieberkühn se adentran 300 a 500 micras en la 
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capa musculares mucosae y salen a la superficie luminar en donde forman aberturas 
circulares de 30 - 50 micras de diámetro. 
La lámina propia es una banda de tejido conectivo ocupada por linfocitos, plasmocitos, 
eosinófilos, macrófagos y mastocitos, siendo más denso el infiltrado en el tercio superficial 
de la lámina propia y extendiéndose hasta la capa colorrectal mucosae. 
• Submucosa, de tejido conjuntivo laxo por la que discurren capilares y vasos linfáticos. 
• Muscular con dos subcapas una circular interna y otra longitudinal externa. 
• Serosa laxa que conduce a nervios y vasos de mayor calibre. 
4.2. Renovaci6n del epitelio col6nico. 
El epitelio colónico está continuamente expuesto a traumatismo, por lo que se produce 
constantemente un recambio celular superficial y de manera fisiológica. La regeneración epitelial 
tiene su inicio en el fondo de las criptas. 
En las criptas de Lieberkühn ocurren procesos dinámicos celulares que permiten la constante 
renovación del epitelio colónico. La maduración epitelial es unidireccional desde la base de la cripta 
hasta la superficie, en los cortes histológicos se observa el tercio basal de la cripta revestido 
predominantemente por células columnares inmaduras e indiferenciadas y mitóticamente activas, 
los dos tercios superiores células columnares y caliciformes intercaladas y en la superficie células 
absortivas maduras. En el epitelio sano del colon hay una renovación casi constante y normal del 
epitelio superficial aproximadamente cada seis días, la zona proliferativa muestra mitosis siendo 
menor a medida que la célula asciende por la cripta hasta que finalmente pierde su capacidad de 
división y sufre apoptosis para finalmente ser exfoliada hacia la luz intestinal. 
Las criptas colónicas tienen cerca de 50 células en profundidad siendo mayor en el intestino 




Ilustración No. 1. La pared del colon y sus capas desde el punto de vista histológico 
4. 3. Qué es el cáncer? 
El cáncer es una enfermedad que se produce luego de un proceso ocurrido en varias etapas en las 
que las células de un tejido adquieren un comportamiento caracterizado por incremento en la 
proliferación e invasividad; desde el punto de vista genético se evidencia acumulación de múltiples 
mutaciones somáticas en una población determinada de células que conduce a la transformación 
neoplásica o tumoral ; esta es la conclusión a la que llega Weingberg mediante estudios y análisis 
que comenzaron desde 1989 y que posteriormente Fearon y Vogelstein corroboran en estudios en 
tumores colorrectales (8 , 9) . 
Con respecto a los trabajos realizados por Fearon y Vogelstein , el cáncer colorrectal ha sido un 
modelo sobre el cual se ha basado el actual conocimiento sobre el cáncer con relación a su origen 
genético (9) . 
4. 4. Genética y Cáncer. 
4. 4. 1. Mecanismos genéticos y moleculares. 
En la iniciación del cáncer intervienen dos clases de genes, que cabe anotar, intervienen junto a 
otros en el control del ciclo celular y que forman una compleja secuencia de eventos que traen 
como resultado que la célula crezca y se divida : 
o Protooncogenes: promueven o activan el crecimiento celular y al sufrir mutaciones conducen 
a la proliferación sin ningún freno. Los protooncogenes fueron descritos inicialmente como 
transformadores capaces de inducir un comportamiento maligno cuando eran transferidos 
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4. 4. 1. Mecanismos genéticos y moleculares. 
En la iniciación del cáncer intervienen dos clases de genes, que cabe anotar, intervienen junto a 
otros en el control del ciclo celular y que forman una compleja secuencia de eventos que traen 
como resultado que la célula crezca y se divida: 
o Protooncogenes: promueven o activan el crecimiento celular y al sufrir mutaciones conducen 
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transformadores capaces de inducir un comportamiento maligno cuando eran transferidos 
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o Genes supresores tumorales: como su nombre lo indica, en forma normal inhiben el 
crecimiento celular. Contrario a lo que sucede con los protooncogenes, para que se produzca 
el tumor, las mutaciones en estos genes causan su silenciamiento, inhibiendo su capacidad 
supresora . Los más conocidos son TP53, APC, RB1 . 
o Formas alteradas de otras clases de genes también contribuyen a la aparición de malignidad 
en una población celular específica, predisponiendo a la invasividad y diseminación de estas 
células alteradas en otras localizaciones diferentes al sitio inicial de tumor (8) . 
Partiendo de este principio, muchos productos proteicos de protooncogenes (oncogenes) participan 
en cadenas moduladoras del crecimiento , generando señales que se transmiten hacia el interior 
celular. Por esta ruta se producen señales estimuladoras del crecimiento en una población celular 
que al liberar factores de crecimiento que salen al espacio extracelular y se unen a receptores de 
superficie de células vecinas, hacen que se transmitan señales de proliferación a proteínas 
citoplasmáticas generando una secuencia de eventos activadores que termina en el núcleo (10). 
El crecimiento tumoral se genera cuando en un tejido se produce una mutación que altera la ruta , 
haciendo que la proliferación celular se mantenga permanentemente sin detenerse. 
Pero este no es el único mecanismo por el que se produce el cáncer, los oncogenes también 
alteran la secuencia de señales en el citoplasma. Un buen ejemplo son los oncogenes ras que 
transmiten señales estimuladoras que vienen de receptores de factores del crecimiento. Estos 
genes cuando están mutados producen proteínas que están siempre activas aunque los receptores 
de los factores de crecimiento no envíen ninguna señal. En el cáncer de colon se encuentran las 
proteínas ras hiperactivas. Otros oncogenes como los de la familia mye alteran la actividad de los 
factores de transcripción nucleares, activando genes que inducen el crecimiento celular. 
Reconociendo los mecanismos del cáncer como múltiples eventos mutacionales, es necesario 
establecer que cuando los tumores aparecen tempranamente en un individuo, esta aparición 
precoz se explica por la herencia del primer evento mutacional a partir de alguno de los 
progenitores; mutación que va a estar presente en todas las células del individuo en virtud de las 
divisiones mitóticas del huevo, facilitando el proceso tumoral y haciendo más precoz la edad de 
inicio del cáncer. En este punto se incluyen las mutaciones heredadas en los genes implicados en 
el sistema de reparación de bases mal apareadas (en inglés MMR), sistema que se encarga de 
reconocer y corregir emparejamientos erróneos producidos durante la replicación del ADN. En 
genes como MLH1 , MSH2, MSH3, MSH6, PMS1 , PMS2 o MLH3, las más frecuentemente 
encontradas son generalmente mutaciones sin sentido (missense) , inserciones o deleciones 
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pequeñas o sustituciones de nucleótidos en sitios de splicing, distribuidas en puntos CRITICOS. La 
posterior inactivación somática del alelo silvestre conduce a la vía de formación de cáncer 
colorrectal (11 , 12). 
Sin embargo, la mayoría de los cánceres ocurren de manera esporádica a consecuencia de 
eventos genéticos aleatorios presentes durante la vida del individuo, así, en el caso del 
silenciamiento del gen APC de células epiteliales intestinales, se desarrolla una lesión inicial 
solitaria o adenoma que puede progresar a carcinoma maligno. Cuando una mutación es 
heredada de padres a hijos, estos pacientes presentan múltiples adenomas y pólipos que se inician 
a temprana edad y algunos de ellos se convierten en carcinomas, enfermedad conocida como 
Poliposis Adenomatosa Familiar - FAP (13) . 
4. 5. Cáncer de colon. 
4. 5. 1. Secuencia adenoma - carcinoma: 
El cáncer colorrectal es un proceso largo que dura alrededor de 10 a 15 años. Es una enfermedad 
que inicia en una célula que experimenta algunas mutaciones genéticas que como se mencionó 
anteriormente, le dan una capacidad de proliferación e invasividad incontrolada. El cambio 
histológico inicial es el foco de cripta aberrante que conlleva al desarrollo de un adenoma 
microscópico, que da paso a una lesión más grande que implica su extensión superficial o pólipo 
adenomatoso. Histológicamente estas lesiones se asemejan al epitelio colónico normal, con el 
tiempo de evolución se pierde esta diferenciación (displasia) adquiriendo una mayor agresividad y 
tornándose más invasiva a través de las capas de la pared intestinal e incluso a distancia. (13) 
Ilustración No. 2. Imagen endoscópica de un foco de cripta aberrante el cual se resalta con azul de 
metileno y de la cual se realizó una biopsia cuya histología se muestra a continuación. 
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Ilustración No. 3. Corte histológico del foco de cripta aberrante detectado por endoscopia, el cual 
muestra displasia. 
Las dos fotografías fueron tomadas de Aberrant crypt foci of the colon as precursors of adenoma 
and cancer. T Takayama et al. The New England Joumal of Medicine. Volume 3391277 - 1284. 
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tración No. 4. Estadios clínicos del cáncer y secuencia adenoma - carcinoma. Tomado de 
Loukola AM. Molecular diagnosis of Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer. Academia 
Dissertation. Helsinki. 2000. 
4. 5. 2. Características histológicas del cáncer de colon. 
El cáncer de colon es una enfennedad común en poblaciones de países occidentales, se desarrolla 
a través de un proceso de múltiples etapas donde las células adquieren un comportamiento 
alterado aumentando su proliferación y su capacidad de invasión. Histológicamente es una 
proliferación maligna del epitelio de revestimiento del colon . Se origina frecuentemente de pólipos 
preexistentes que son solitarios cuando no se asocian a ningún síndrome hereditario. 
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El cáncer colorrectal se distribuye así: ciego y colon ascendente: 38%, colon transverso: 18%, 
colon descendente: 8%, colon sigmoides: 35% y localizaciones múltiples al momento del 
diagnóstico: 1 % (14). 
Si bien todos los cánceres colorrectales comienzan como cáncer in situ, luego evolucionan y 
presentan patrones morfológicos distintos; los tumores ubicados en la porción proximal del colon 
crecen frecuentemente como masas polipoides o exofíticas, pocas veces causan obstrucción de la 
luz intestinal. Los cánceres de la porción colónica distal tienden a presentarse de forma anular con 
induración y centro deprimido y ulcerado. Hay un aspecto importante desde el punto de vista 
pronóstico del cáncer colorrectal , que es la extensión del tumor en el momento del diagnóstico, 
para lo cual se usa ampliamente la clasificación modificada de Dukes propuesta por Astler y Coller, 
en la que se incluye la infiltración en la pared colónica (15): 
A. Limitada a la mucosa. 
B. Infiltra la muscular propia sin atravesarta, ganglios no afectados. 
B. 2. Atraviesa la muscular propia, ganglios no afectados. 
C. 1. Infiltra la muscular propia pero sin atravesarla con ganglios afectados. 
C. 2. Atraviesa la muscular propia, ganglios afectados. 
D. Metástasis a distancia. 
Histológicamente en su mayoría son adenocarcinomas, es decir, una proliferación neoplásica del 
epitelio cilíndrico, cuya diferenciación varía de bien a mal diferenciada o distinguible 
histológicamente, además de la producción de mucina (mayor o menor del 50% de la extensión 
tumoral) y el infiltrado linfocitario tumoral y peritumoral (16, 17, 18). 
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Ilustración No. 5. Características histológicas observadas en un adenoma pedunculado con una 
displasia severa o carcinoma (a la derecha) y un adenoma sésil o plano con displasia severa o 
adenocarcinoma (izquierda). Abeloff, clínical oncology. 4th ed. 2008. 
4. 5. 3. Origen genético del cáncer de colon. 
Diversas series indican que cerca del 80% de los pacientes con cáncer colorrectal no tienen 
antecedentes familiares, 8 - 10% tienen antecedentes familiares y de este último porcentaje, 4 -
8% presentan formas claramente hereditarias. Desde los trabajos ya mencionados de Fearon y 
Vogelstein en 1990, se tiene el concepto de que el cáncer colorrectal tiene una base genética 
resultante de la acumulación de alteraciones en diferentes genes implicados en la proliferación y el 
control del ciclo celular (11). 
4. 5. 3. 1. Inestabilidad Genómica: 
La acumulación de alteraciones genéticas tiene una repercusión a nivel cromosómico y genómico 
(nucleótidos), que conduce a la aceleración del proceso tumoral. La estabilidad genómica es muy 
importante en la supervivencia celular lo que implica la coordinación de los sistemas de reparación 
al daño genómico. En una célula tumoral existen dos tipos de inestabilidad: la cromosómica y la 
microsatelital. Los cánceres colorrectales exhiben tanto inestabilidad microsatelital como 
inestabilidad cromosómica, esto indica que la inestabilidad genómica es indispensable en el 
desarrollo del cáncer. 
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4. 5. 3. 1. 1. Inestabilidad cromosómica: 
Este es el tipo más común de inestabilidad genómica encontrada en el cáncer del tracto 
gastrointestinal, presente en cerca del 85% de los tumores. 
Las alteraciones cromosómicas pueden ser numéricas o estructurales. En un estudio realizado por 
Lengauer y colaboradores, en el que se estudiaron 8 líneas celulares conocidas de cáncer 
colorrectal, cuatro de estas aneuploides y las otras cuatro diploides, para medir la tasa de cambio 
en el número cromosómico se usó la prueba de FISH. Los clones de estas líneas celulares fueron 
generados y expandidos cada 25 generaciones de células, evidenciándose que las líneas 
aneuploides presentaron una dramática variación en el contenido cromosómico lo que refleja una 
inestabilidad cromosómica transmitida a las células hijas. Con esto se planteó que la aneuploidía 
en el cáncer refleja inestabilidad cromosómica, además de que la aneuploidía podría en teoría 
resultar de muchos factores tales como la tasa persistentemente elevada de cambio cromosómico. 
Los autores sugieren que un gen alterado en una forma dominante, durante la segregación 
cromosómica en fases tempranas de la carcinogénesis, con la inestabilidad resultante, conduce al 
proceso neoplásico 
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Ilustración No. 6. Prueba de FISH de líneas celulares de cáncer de colon. Los clones de HT20 y 
HC T116 fueron expandidas por 25 generaciones. Para el marcaje se utilizaron sondas específicas 
marcadas con DNA centromérico específico para los cromosomas 7 (rojo) y 18(amarillo). Las 
células HCT116 (b)contienen dos copias de ambos cromosomas, el número de señales detectadas 
en las células HT20 (a) fueron diversas indicando inestabilidad cromosómico. Tomado de Genetic 
instability in colorrectal cancers. C. Lengauer, K Kinzler and B. Vogelstein. Nature. Vol. 386: 623-
26. Abril - 1997 
Se considera que se produce inestabilidad cromosómica cuando se encuentra daño en el ADN y 
alteración en los puntos de control del ciclo celular, los cuales permiten el orden de todos los 
procesos del ciclo y además integran la reparación de la cadena de ADN con el ciclo (19). Estos 
puntos de chequeo están conformados por vías de transducción de señales para la progresión del 
ciclo celular, cuando hay una mutación en cualquiera de sus componentes habrá una progresión 
alterada del ciclo celular y por consiguiente inestabilidad genómica (20) . Con respecto a los puntos 
de chequeo (checkpoints) , se conoce que hay tres encargados de detectar errores y detener el 
ciclo celular o también llamados puntos de chequeo del daño genómico y están ubicados en la 
transición G1 - S, G2 - M Y el punto de chequeo de mitosis (21) . 
Hay evidencias que las alteraciones en los chekpoints pueden conducir a inestabilidad 
cromosómica y producción de tumores. Muchas de las proteínas implicadas en los puntos de 
chequeo del daño de ADN se estudiaron inicialmente en levaduras y posteriormente se conoció 
que desempeñaban un papel en el cáncer humano como por ejemplo mutaciones del gen ATR, y 
otros como el BRCA 1, BRCA2 y ciclina E (22) , observándose en esas circunstancias, 
recombinación mitótica aumentada con segregación cromosómica alterada. Sin embargo, la 
segregación cromosómica aberrante no solo se origina en alteración del punto de chequeo del 
daño genómico, sino también se debe tener en cuenta que los cromosomas con su ADN alterado 
son susceptibles de roturas de cadena simple o doble (23) . 
La inestabilidad cromosómica está asociada a la pérdida o ganancia de gran parte o todo un 
cromosoma produciendo la denominada pérdida de la heterozigocidad (Loss of heterozygocity -
LOH). El mecanismo exacto por el cual se produce se desconoce; como se mencionó, entre los 
genes involucrados están el APC, el p53 y el DCC. Esta forma de inestabilidad está relacionada 
directamente con la gran mayoría de los cánceres colorrectales esporádicos y con la Poliposis 
Adenomatosa Familiar (FAP). En la FAP la mutación en el gen APC se hereda por línea germinal. 
Se conoce que alrededor del 20% de las mutaciones transmitidas por línea germinal del gen APC 
son "de novo", generando mosaicismo germinal , sin antecedentes familiares .. La FAP causa entre 
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1 Y 5% de los cánceres colorrectales heredados y clínicamente es una entidad de relativamente 
fácil diagnóstico. Molecularmente se caracteriza por grandes deleciones sobre oncogenes y genes 
supresores de tumor que finalmente conllevan al desarrollo de la enfermedad (24, 25, 26). 
El gen APC (Adenamotous Polyposis Coli) codifica una proteína con varios dominios que 
desempeña funciones importantes (27) : 
1. Supresora tumoral dentro de la vía Wnt de señalización del ciclo celular, mediante su 
interacción con la beta catenina , degradándola, 
2. Función importante en la migración celular (permite la migración de células desde la cripta , 
en sentido ascendente hasta el ápex de la vellosidad intestinal) . 
3. En la segregación cromosómica y en la estabilidad del uso mitótico, APC estabiliza los 
microtúbulos al unirse a sus extremos en células en interfase, además regula la función 
del citoesqueleto celular, lo que explica adicionalmente, que el silenciamento del gen APC, 
conduce a inestabilidad cromosómica (28) . 
4. Apoptosis y 
5. Diferenciación neuronal. 
En 1993 ya se proponía también que los errores espontáneos en la replicación estarían implicados 
en la transformación neoplásica y como una forma de explicar alteraciones cromosómicas en 
células neoplásicas, se sugirió que un factor de replicación defectuoso podría incrementar la tasa 
de mutación de variantes clonales originadas durante la progresión del tumor. Estas mutaciones 
reflejan una forma de carcinogénesis de colon mediada por una mutación en genes de la 
replicación del ADN que resultan en una reducción en la fidelidad para replicación o reparación, es 
decir, una mutación mutadora, expresada en inestabilidad de secuencias repetidas de nucleótidos 
(11 , 29, 30, 31) . 
4. 5. 3. 1. 2. Inestabilidad de microsatélites. 
Un microsatélite es una secuencia corta repetitiva del genoma. La inestabilidad de microsatélites se 
caracteriza por amplificaciones o deleciones, cabe agregar que los microsatélites son de hecho 
inestables, y tienden a formar loops o bucles, los que cuando no son reparados causan deleciones 
o inserciones. La inestabilidad de microsatélites está presente en el 100% de los casos de cáncer 
colorrectal no póliposico hereditario HNPCC) y en cerca del 10 - 15% de los casos de cáncer 
colorrectal esporádico y también en el cáncer gástrico (29, 32) . La inestabilidad de microsatélites 
resulta de defectos del sistema de reparación de bases mal apareadas, encargado de la corrección 
de errores que se presentan durante la replicación de la cadena hija de ADN , tales como 
inserciones o deleciones de un nucleótido o más, o cuando hay una sustitución de una base por 
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· otra (33, 34) . Cuando no se reparan estos errores, se acumulan en las células hijas durante la 
mitosis. Se debe recordar que durante la replicación , la ADN polimerasa incorpora nucleótidos no 
complementarios en el ADN con una frecuencia de un error por cada 100.000 nucleótidos (35) , a la 
acumulación de mutaciones puntuales se le añade la alteración en secuencias repetitivas en la 
replicación del ADN. 
En 1995 se describió la hipermetilación de promotores y la pérdida de la expresión de genes 
implicados en el sistema de reparación de bases mal apareadas, los cuales fueron estudiados 
inicialmente en Escherichia coli definiéndose principalmente cinco genes: 
./ Mut S 
./ Mut L 
./ MutU 
./ Mut H 
./ Mut T (29). 
Esta identificación permitió establecer la relación entre defectos genéticos en genes de reparación 
y el desarrollo del cáncer (esporádico) . Estudios basados en este importante hallazgo indicaron 
que la metilación como un modo común de inactivación de genes de reparación , podría estar 
implicada en la aparición de tumores esporádicos (36, 37) . 
Además se han incluido otros genes en la génesis del cáncer de colon (componentes en la vía de 
señalización: TGFbll , SMAD2 y SMAD4/DPC4) (12) . Estos genes se han clasificado de acuerdo a 
su acción, la cual se relaciona con alguna de las dos grandes vías de la génesis del cáncer de 
colon , rutas que son mutuamente excluyentes, relacionadas directamente con la inestabilidad 
encontrada en el tumor: Inestabilidad cromosómica o inestabilidad microsatelital. 
En trabajos realizados en 2001 , en 323 tumores colorrectales, se encontró que el patrón histológico 
medular, el infiltrado linfocitario intraepitelial y la pobre diferenciación podrían discriminar los 
tumores con alta inestabilidad microsatelital de los estables (38, 39, 32) . 
Posteriormente se han publicado investigaciones en las que además de encontrar una fuerte 
correlación de estas características con inestabilidad de microsatélites alta , éste fenotipo se 
relacionaba con un buen pronóstico. 
Teniendo presente este hallazgo, se ha intentado establecer por análisis de inmunohistoquímica de 
MLH1 y MSH2, como un método que por ser sencillo y accesible, puede ser un predictor de buena 
respuesta a quimioterapia (40) . La pérdida de la expresión de la proteína en el tejido tumoral es 
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por tanto un hallazgo muy importante que podría ser de gran ayuda en el diagnóstico y seguimiento 
de pacientes con tumores colorrectales. 
También se puede agregar que la metilación del sitio crítico ubicado en el promotor del gen MLH1 
cerca del punto ST ART o de partida podría ser otro de los criterios de estudio de los pacientes con 
tumores colorrectales. 
4. 5. 4. Sistema de reparación de bases mal apareadas, genes implicados y mecanismos de 
acción. 
La conservación de la integridad genómica requiere de un funcionamiento adecuado de replicación, 
reparación y recombinación. El sistema MMR es un sistema de reparación post replicativa , 
encargado de la corrección de los malos apareamientos entre bases y eliminar los loops o bucles 
formados durante la replicación. Sigue tres pasos importantes: reconocimiento del error, escisión 
del fragmento erróneo y resíntesis. Se estudió previamente en bacterias como E. coli por poseer un 
sistema reparador simple que consta de proteínas como Mut S (encargada del reconocimiento) , 
Mut L (implicada en la formación del complejo reparador) y Mut H (de función endonucleasa), como 
se explica a continuación. 
4. 5. 4. 1. El sistema de reparación de bases mal apareadas en Eseheriehia eoli. 
El estudio de este sistema en E. coli permitió la identificación de genes de importancia vital en este 
sistema que son el MutS, Mut L Y MutU demostrados con experimentos in vítro (41) . 
MutS es una ATPasa que tiene como función la de rodar las bases mal apareadas o loops que han 
escapado a la corrección inicial de la polimerasa durante la replicación (41 , 42), solo es una 
endonucleasa que produce una brecha en la secuencia GA Te de la cadena no metilada (la 
molécula se encuentra hemimetilada para poder diferenciar la cadena madre de la cadena hija 
recién sintetizada) (43, 44). También tiene una función de reconocimiento: un homodímero de ésta, 
forma un complejo con MutL y activa la hidrólisis de A TP como parte del reconocimiento de la 
cadena errónea, luego estimula una enzima de actividad dependiente de ATP y posteriormente 
requiere de MutU para llegar al sitio de la brecha para hacer escisión del mal apareamiento y 
resíntesis del segmento (43, 44, 45, 46,47, 48, 49, 50). 
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Ilustración No. 7. Acción de la Mut HLS de E. coli del sistema de bases mal apareadas. La 
reparación se inicia cuando se une la proteína Mut S al mal apareamiento, con posterior unión a 
Mut L a Mut S y este complejo activa a Mut H, que reconoce la cadena hemimetilada de AON en 
los sitios GA Te, se corta el fragmento erróneo y se activa la re síntesis de este para llenar el 
espacio en la cadena no metilada de AON. Adaptado de la publicación de Kolodner en 1995. 
Tomado del artículo Biochemistry and Genetics of Eukariotic Mismatch repair. Richard Kolodner. 
Genes and Oevelopment. 10; 1433 - 42. 1996 
4. 5. 4. 2. Homólogos del sistema MMR en el humano. 
Se han identificado genes homólogos de MutS: MSH2, MSH3 y MSH6 en seres humanos que 
conforman dos heterodímeros que reconocen la cadena de ADN mal apareada, MutSa cuyo 
equivalente es MSH2/MSH6, y MutSb cuyo equivalente es MSH2/MSH3. MutSa se une a bases 
mal apareadas, o inserción/deleción de una sola base y MutSb se une a zonas de 
inserción/deleción de 2 - 4 bases. En el humano la mayor actividad es para el equivalente de 
MutSa (51, 52 , 53, 54) . 
El gen MLH1 (homologo del Mut L) cuyo locus está en el brazo corto del cromosoma 3 (3p21.3) 
tiene 19 exones con aproximadamente 57360 pares de bases. 
A~C ~:\,,~~ 
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Ilustración No. 8. Estructura de hMLH1 tomada de la página web OMIM . 
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El producto proteico hMLH1 , tiene un peso molecular de 84,6 kOa , con 756 aminoácidos. Su 
estructura tiene un dominio ATPasa y dos dominios de unión, uno para MSH2, MSH3, MSH6, y 
otro para PMS2, MLH3 y PMS1. 
La proteína hMLH1 es de localización nuclear, forma un heterodímero con PMS2, PMS1 o MLH3 el 
cual se une al complejo formado por MSH2 y MSH6 o el complejo MSH2 y MSH3, captadores de 
malos apareamientos en la cadena de AON recién formada . 
MSH2/MSH6 se une mediante hidrólisis de ATP, su presencia es indispensable para el 
reconocimiento de errores producidos durante la replicación de la cadena hija de AON (55, 56). 
Los homólogos de Mut L son MLH1 , PMS2 (Pms1 en levaduras), y PMS1 (Mlh3 en levaduras) que 
interactúan para formar heterodímeros, MutLa (MLH1/PMS2) y de MutLb es MLH1/PMS1 (41 , 51, 
57) . 
4. 5. 4. 2. 1. Genes del sistema MMR alterados en el cáncer. 
La inestabilidad de microsatélites es una característica de los tumores de pacientes con cáncer 
colorrectal no póliposico hereditario (HNPCC) y también está presente en menor frecuencia en el 
cáncer esporádico. El cáncer colorrectal no póliposico hereditario (Síndrome de Lynch) es la causa 
hereditaria más común de cáncer colorrectal , y es una enfermedad familiar de herencia autosómica 
dominante, el 90% de los sujetos con el síndrome de Lynch tienen riesgo de padecer cáncer a 
temprana edad (58), padecen cáncer colorrectal y extracolónicos: endometrio, vías urinarias, 
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Ilustración No. 9. Papel de los malos apareamientos en la producción de inestabilidad de 
secuencias microsatélites. 
a. Secuencias repetitivas representadas por las cabezas de flecha, pueden deslizarse en la 
cadena de ADN patrón o en la cadena hija. Cuando hay un defecto en el sistema de reparación, 
como el encontrado en el cáncer colorrectal no póliposico hereditario (yen algunos cánceres 
esporádicos) hay inserciones y deleciones en las secuencias de microsatélites, este evento se 
conoce como inestabilidad de microsatelites. 
b. El sistema de reparación de bases mal apareadas incluye las proteínas MSH2, MSH3/6, MLH1 Y 
PMS2, que pueden reconocer a estos productos intermedios, el sistema es dependiente de A TP Y 
de la interacción con otras proteínas como el Antígeno Nuclear de Proliferación Celular (PCNA), 
exonucleasa y la ADN polimerasa o (Polo). 
Tomado del artículo Testing guidelines for Hereditary Non polyposis Colorrectal cancer. Umar A Et 
al. Nature Reviews Cancer. 2004. 
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El cáncer colorrectal no póliposico hereditario es causado por mutaciones en la línea germinal de 
uno de los cinco genes de reparación: MLH1 , MSH2, PMS1, PMS2 y MSH6, de los cuales, los 
afectados con mayor frecuencia son MLH1 y MSH2 (20, 60. 57, 61 , 62) . 
Aunque la inactivación de cualquiera de ellos produce inestabilidad microsatelital (inserción o 
deleción de secuencias de microsatélites), ésta , finalmente conduce a la acumulación de 
mutaciones somáticas importantes en la iniciación y progresión de la neoplasia (8). La presencia de 
mutaciones en los genes de reparación , tanto en los pacientes afectados como en sus familiares, 
es de gran importancia, dado que la mutación y el evento de inestabilidad genómica, está 
directamente relacionada con el fenotipo de la enfermedad y la resistencia a ciertas drogas 
antineoplásicas (40). 
Según la IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) , la edad media del diagnóstico de 
cáncer colorrectal es de 67.9 años. La edad de presentación en variantes hereditarias se adelanta 
en 10 a 15 años y se presenta con mayor agresividad en el curso , con respecto al cáncer 
esporádico (63) . Por lo tanto, el factor genético atribuido a su etiología se considera cada vez de 
una mayor importancia. 
En 1990 se lanzó la hipótesis de un modelo multipaso para la génesis del cáncer colorrectal, según 
el cual las mutaciones en el gen APC eran el hecho inicial en el desarrollo del pólipo como primera 
lesión , y que para que se desarrollara el cáncer era necesario al menos 4 a 7 mutaciones 
acumuladas en genes diferentes (Kras, DCC, TP53). Estas mutaciones producirían una ventana 
clonal selectiva relacionada con la progresión desde un adenoma simple pasando por 
degeneración y terminando en cáncer (8) . 
26 
Ilustración No. 10 Secuencia adenoma - carcinoma: Afferaciones genéticas en carcinomas de 
colon. La Inactivación de APC, es un evento temprano en el desarrollo de tumores, dando lugar a 
una población de células proliferantes. Las mutaciones de K Ras con frecuencia se producen en 
las primeras fases de adenomas. Las mutaciones de MADR2 y p53 se asocian con las fases 
posteriores de la progresión tumoral. 
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Ilustración No. 11. Secuencia Adenoma - Carcinoma detectado en un producto de resección de 
lesión en el colon. Tomado de Cytogenetic and Cell Genetics. Molecular pathology of colorectal 
cancer. F. T. Brosnan. 86: 112-117(1999). 
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Ilustración No. 12. Modelo de alteraciones genéticas en el desarrollo del cáncer colorrectal. La 
primera vía via , a partir de mutaciones en genes de reparación e inestabilidad microsatelital y la 
segunda vía a partir de mutación en APC e inestabilidad cromosómica . Tomado de Role of APC 
and DNA mismatch repair genes in the development of colorrectal cancers. S. Narayan and D. Roy. 
Molecular Cancer.2003. 2:1-15. 
Se ha sugerido entonces que el cáncer colorrectal puede desarrollarse por tres vías: supresora, 
mutadora y metiladora , las cuales se asocian con varios cambios genéticos (66) . 
4. 5. 5. Síndromes de cáncer colorrectal. 
Los síndromes de cáncer colorrectal hereditario se dividen en polipósicos y no polipósicos. Del 
primer grupo se anota que los pólipos formados pueden ser adenomatosos y hamartomatosos. 
Algunos de los principales síndromes se describen a continuación . 
4. 5. 5. 1. Síndromes polipósicos. 
4. 5. 5. 1. 1. Poliposis Adenomatosa Familiar. 
Las mutaciones germinales del gen APC (Adenomatous Poliposis coli) predisponen al llamado 
síndrome de poliposis adenomatosa familiar. Este es de herencia autosómica dominante con alta 
penetrancia . 
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La incidencia es de 1 en 6,000 a 1 en 13,000. Los individuos afectados portan mutaciones 
germinales del gen APe en el cromosoma 5q21--q22 (67) . 
Los pacientes afectados presentan múltiples pólipos que si no reciben tratamiento inevitablemente 
desarrollarán una transformación maligna. El colon es más frecuentemente afectado, aunque 
también se encuentran pólipos gástricos en 27% a 70% de los pacientes (68) . 
Las manifestaciones extraintestinales incluyen tumor desmoide, hepatoblastoma, carcinoma de 
tiroides, meduloblastoma, y lesiones benignas como quistes sebáceos o epidermoides, lipomas, 
osteomas, dientes supernumerarios, hipertrofia congénita del pigmento epitelial retiniano , 
angiofibromas nasofaringeos juveniles. 
4. 5. 5. 1. 2. Síndrome de Turcot. 
Es caracterizado por la presencia de lesiones tumorales en el sistema nervioso central , además de 
adenomas y carcinomas colorrectales. Relacionado con mutaciones germinales en el gen APe que 
predisponen al desarrollo de cáncer colorrectal y tumores del tipo meduloblastoma o de la línea 
glial cerebral (glioblastoma) , tal como lo describió Hamilton y colaboradores en 1995. 
4. 5. 5. 1. 3. Síndrome de Peutz-Jeghers. 
Es otro síndrome menos frecuente , que cursa con lesiones hamartomatosas del tracto 
gastrointestinal , pigmentación mucocutánea de labios y mucosa oral , descrito separadamente por 
Peutz en 1921 y Jeghers en 1949. En 1987 Giardello y colaboradores hallaron otras lesiones 
tumorales asociadas: páncreas, mama, ovario y testículo. 
Hemminki y colaboradores en 1997 describieron la relación entre el gen LKB1 y este síndrome. 
4. 5. 5. 1. 4. Poliposis Juvenil. 
Es otro síndrome en el que se presentan múltiples pólipos hamartomatosos en el tracto digestivo, 
asociados con malformaciones congénitas (cardiacas, labio y paladar hendido, retardo mental) y un 
riesgo incrementado de cáncer colorrectal , estudiado por Shepherd y colaboradores a principios de 
la década de los 90, estando implicado el gen SMAD4 en este síndrome. 
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4. 5. 5. 2. Síndromes no polipósicos. 
4. 5. 5. 2. 1. Cáncer colorrectal no póliposico hereditario (Síndrome de Lynch) 
Descrito por primera vez en 1913 por Aldred Warthin luego de estudiar a una familia con 
antecedente de múltiples neoplasias en colon , útero y estómago, en 1964 el doctor H. T. Lynch 
presentó a esta familia ante la Sociedad Americana de Genética Humana, luego de la cual se le dio 
el nombre a este síndrome como de Lynch, posteriormente se le denominó cáncer colorrectal no 
polipósico hereditario. 
Este es un síndrome de herencia autosómica dominante. Una mutación germinal de uno de los 
genes implicados en el sistema de reparación de bases mal apareadas se ha demostrado que se 
presenta en el 40 - 60% de las familias que cumplen con los criterios clínicos para cáncer 
colorrectal no polipósico hereditario (78) . 
El riesgo de cáncer entre los portadores de la mutación es del 80% a los 70 años. La edad media 
de aparición del cáncer es de 45 años, mucho menor que el cáncer colorrectal esporádico. A 
aquellas familias que solo desarrollan lesiones intestinales se les agrupa en el síndrome de Lynch 
\. 
También están descritos otros cánceres sincrónicos y metacrónicos y que afectan endometrio, 
tracto urogenital superior y menos frecuentemente ovario (70) y otros como el glioblastoma 
multiforme. A las familias que desarrollan tumores intestinales y extraintestinales se les agrupa en 
este síndrome de Lynch I\. 
Mutaciones en seis diferentes genes del sistema de reparación de bases mal apareadas se han 
identificado en estos pacientes (67) : MLH1 , MSH2 y MSH6 (70, 71 Y 72) , PMS2, MLH3 y 
posiblemente PMS1 . 
El 90% de las mutaciones identificadas en el cáncer colorrectal no polipósico hereditario se han 
encontrado en los genes MLH1 y MSH2 y mutaciones en el gen MSH6 ocurren en el 10% de los 
casos (73). 
Desde el punto de vista morfológico los adenocarcinomas de éste síndrome son sólidos, 
pobremente diferenciados habitualmente, de tipo mucoide, con células en anillo de sello (74) con 
infiltrado Iinfocitario. 
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Una serie de 447 especimenes de cáncer colorrectal fueron analizados por Jass y colaboradores 
en 1986, se evaluó el grado de infiltración linfocitaria en el margen tumoral, excluyéndose los casos 
con historia de enfermedad inflamatoria intestinal y poliposis familiar, con seguimiento de los 
pacientes por más de 15 años. En esta serie se comparó el infiltrado inflamatorio en el margen 
tumoral y la sobrevida y se llegó la conclusión de que el infiltrado linfocitario peritumoral es un 
importante marcador pronóstico independiente. 
4. 5. 5. 2. 1. 1. Diagnóstico del síndrome de Lynch. 
En 1991 se determinaron mediante un consenso intemacional, los criterios clínicos para identificar 
las familias de HNPCC, inicialmente se proponen los criterios de Ámsterdam 1, los que se criticaron 
debido a que se excluyeron lesiones extracolónicas y familias con baja penetrancia, por lo que se 
revisaron y en 1999 se establecieron los criterios de Ámsterdam \1 (50, 75) nueva versión que 
incluyó el diagnóstico histológico. 
Criterios de Ámsterdam l. 
• 3 o más familiares afectados por cáncer colorrectal más todos los siguientes criterios: 
o Uno de los afectados debiera ser pariente en primer grado de los otros 2 
o El Cáncer colorrectal debiera involucrar por lo menos 2 generaciones 
o Por lo menos un caso de cáncer debiera ser diagnosticado antes de los 50 años. 
Criterios de Amsterdam 11 : 
1. Existe una relación de primer grado entre al menos dos afectados. 
2. Al menos dos generaciones consecutivas están afectadas. 
3. Al menos un cáncer colorrectal se ha diagnosticado antes de los 50 años. 
4 . La Poliposis Adenomatosa Familiar está excluida en los pacientes con cáncer colorrectal 
CCR. 
5. La neoplasia se ha confirmado por histología. 
En el diagnóstico también se tienen en cuenta los criterios de Bethesda revisados, establecidos por 
el Instituto Nacional de Cáncer de Estados Unidos, que permiten una selección de pacientes 
mediante la característica de inestabilidad microsatelital y su análisis. También hay dos versiones 
la primera de 1997 y la versión actualizada de 2004 (criterios revisados de Bethesda). 
Criterios de Bethesda revisados. 
1. Cáncer colorrectal diagnosticado en pacientes antes de los 50 años. 
2. Presencia de tumores colorrectal y sincrónico, metacrónico asociados al síndrome 
de Lynch, independiente de la edad. 
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3. Cáncer colorrectal con alta inestabilidad microsatelital diagnosticada 
histológicamente antes de los 50 años. 
4. Cáncer colorrectal diagnosticado en uno o varios familiares en primer grado, 
afectados con síndrome de Lynch o tumores relacionados, diagnosticados antes 
de los 50 años. 
5. Cáncer colorrectal diagnosticado en dos o mas familiares de primer o de segundo 
grado e independientemente de la edad. 
Estudios de detección de Inestabilidad Microsatelital 
Basados en particularidades presentes en algunos tumores colorrectales, con los estudios de 
inestabilidad microsatelital se busca detectar, usando un método multiplex PCR fluorescente, las 
características de estabilidad o inestabilidad los microsatélites. 
La multiplex PCR es una variedad de PCR en la que se amplifica más de una secuencia en una 
misma reacción , mediante el uso de dos o más pares de cebadores para amplificar los segmentos 
de interés, los primers son fluoromarcados para que puedan ser detectados en un analizador luego 
de la calibración espectral o mediante un corrido con gel de agarosa. 
En 1997 se propuso el uso de un panel de cinco marcadores para analizar la inestabilidad 
microsatelital en los tumores (Instituto Nacional del cáncer de Estados Unidos): BAT25 , BAT26 , 
D2S123, D5S346 y D17S250 (77) . Cuando los tumores muestran alteración de un solo marcador 
se cataloga como BAJA INESTABILIDAD MICROSATELlTAL, cuando ningún marcador se altera 
se clasifica el tumor como ESTABLE, y más de dos marcadores ALTA INESTABILIDAD 
MICROSATELlTAL. 
Se ha observado que el marcador BAT26 es muy específico para alta inestabilidad microsatelital. 
(62) 
Estudios de Expresión de Genes por Inmunohistoquímica. 
La inmunohistoquímica es un método que utiliza anticuerpos seleccionados para identificar 
antígenos específicos. Son diferentes los métodos usados para su detección: 
,./ Directo: un marcador visual , ya sea fluorescente o enzimático, se adhiere químicamente al 
anticuerpo primario. El anticuerpo primario es el anticuerpo dirigido contra el antígeno que 
se quiere demostrar. Consiste en que el anticuerpo primario se encuentra unido a algún 
tipo de marcador que permite identificar los lugares de la preparación donde se ha unido. 
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./ Método indirecto: el marcador visual está unido al anticuerpo secundario. El tejido 
expuesto previamente al anticuerpo primario que no es marcado y luego al anticuerpo 
secundario , el cual es dirigido contra el anticuerpo primario y se unirá con él. En otras 
palabras, un anticuerpo primario es aplicado sobre un tejido que es reconocido por un 
segundo anticuerpo, secundario , que se une específicamente en la región Fe del primario . 
Hay dos métodos indirectos: 
a. Método de peroxidasa - antiperoxidasa: utiliza un anticuerpo primario, un anticuerpo 
secundario y un anticuerpo producido en contra , conjugado con la enzima peroxidasa . 
El anticuerpo secundario es de origen diferente al anticuerpo primario y del complejo 
peroxidasa - antiperoxidasa . El anticuerpo secundario en este caso actúa como puente 
o anticuerpo eslabón. 
b. Método del complejo Avidina - Biotina: también usan tres reactivos: un anticuerpo 
primario, un anticuerpo secundario químicamente ligado a la biotina y un complejo de 
la glucoproteína avidina que está ligado a la vitamina biotina y un complejo de la 
glucoproteína avidina - vitamina biotina - peroxidasa. 
El estudio de inmunohistoquímica se comercializa desde 1994 para proteína MLH1 y MSH2, 
estudio adicional al análisis de microsatélites, que muestra la expresión en los tejidos tumorales, de 
las proteínas codificadas por los genes de interés (32, 78) . 
El Internacional Collaborative Group of HNPCC que coordina el desarrollo de métodos de 
diagnóstico del síndrome de Lynch recomienda la utilización de los criterios de Ámsterdam o 
Bethesda modificados para identificar los pacientes con síndrome de Lynch y métodos adicionales 
como la inmunohistoquímica (58). 
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Ilustración No. 13. Estrategia para e/ estudio genético de individuos afectados con 
antecedente familiar y sospecha de cáncer c%rrecta/ no póliposico hereditario. A los 
pacientes con cáncer colorrectal diagnosticado antes de los 50 años y que cumplan los criterios de 
Ámsterdam (o Ámsterdam 1/), se aconseja realizar estudio genético molecular para mutaciones en 
MLH1 o MSH2, por otra parte, si no cumplen con los criterios de Ámsterdam, debe evaluarse los 
criterios de Bethesda 1/, si los cumplen, se recomienda el análisis de inestabilidad microsatelital y / 
o inmunohistoquímica para evaluar la expresión de MLH1 y MSH2, los pacientes que muestran en 
sus lesiones tumorales inestabilidad microsatelital y ausencia de expresión inmunohistoquímica 
para MLH1 o MSH2, se les debe realizar el estudio de mutación para estos dos genes (MLH1, 
MSH2). 
Tomado del artículo Testing guidelines for Hereditary Non polyposis Color rectal cancer. Umar A. Et 
al Nature Reviews Cancer. 2004. 
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5. Objetivos. 
5. 1. Objetivo general. 
Investigar la asociación entre la metilación de gen MLH1 con la expresión de la proteína MLH1 y 
con la inestabilidad microsatelital en tumores colorrectales. 
5. 1. 1. Objetivos específicos. 
2. Evaluar la expresión del gen MLH1 mediante técnicas específicas de inmunohistoquímica en 
tumores colorrectales 
3. Evaluar la presencia de metilación del promotor del gen MLH1 
4. Evaluar la inestabilidad microsatelital en los tumores colorrectales en los cuales se encuentre 
ausencia de expresión de la proteína MLH1 
5. Evaluar histopatológicamente los tumores. 
6. Investigar si existe asociación entre el tipo histopatológico del tumor y la localización con 
inestabilidad microsatelital , metilación del gen MLH1 y la expresión de la proteína hMLH1. 
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6. Metodología. Materiales y métodos. 
6. 1. Tipo y diseño de estudio. 
El estudio estadístico se realizó con la asesoría del doctor Ariel Iván Ruiz Parra Médico Ginecólogo 
y Epidemiólogo, Magíster en Epidemiología Clínica, Profesor asociado del departamento de 
Ginecología y Obstetricia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Para 
los análisis se empleó el programa STATA última versión. Se realizó un estudio transversal en el 
que se utilizaron variables categóricas dicótomas (género, estado de metilación del gen MLH1 , 
expresión proteica de MLH1) y categóricas polítomas (localización anatómica del tumor, grado 
clínico e histológico, la inestabilidad microsatelital), y una variable continua que es la edad. 
Este se realizó teniendo en cuenta las variables anteriormente anotadas, para realizar las 
comparaciones, se utilizó la prueba de chi cuadrado (prueba de independencia) . 
La prueba exacta de Fisher se usó para evaluar la asociación entre dos variables dicotómicas 
(cuyos valores de al menos una de las celdas fuera mayor de 5) . 
Se utilizó el coeficiente de Kappa para establecer el grado de concordancia entre dos 
observadores (patólogos que evaluaron los tejidos histológicamente). 
6. 2. Población y muestra. 
6.2.1.1. Criterios de Inclusión: 
Pacientes y muestras: pacientes con historia de cáncer colorrectal diagnosticado 
histológicamente y que cumplieron los siguientes criterios: 
• Muestras de tejido tumoral y normal de pacientes con diagnóstico de cáncer colorrectal con 
las siguientes características: 
• Representación de tumor y mucosa no tumoral (si hay antecedente de radio y 
quimioterapia previa a la cirugía de resección, se analizará la muestra previa a la terapia) . 
• Muestras fijadas en formol al 10% 
• Muestras incluidas en bloques de parafina. 
• Buenas condiciones de conservación, es decir, que a los bloques de parafina se les pudo 
realizar cortes y extracción de ADN. 
• Resección quirúrgica de tumores en pacientes atendidos durante los años 2000 - 2009. 
• Contar con los datos de identificación del paciente. 
• Diagnóstico histopatológico de cáncer colorrectal. 
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• casos en los que existe concordancia en la evaluación independiente, llevada a cabo por 
dos patólogos, de la diferenciación . 
6. 2. 1. 2. Criterios de exclusión. 
Se excluyeron aquellos casos en los que hubo: 
• Ausencia de tejido normal en el bloque de parafina correspondiente al paciente. 
• Tejido insuficiente para los análisis. 
6. 2. 1. 3. Recolección de la información. 
La información se obtuvo teniendo en cuenta los datos de identificación personal obtenidos de los 
informes de patología y que se incluyeron en una base de datos aportada por los servicios de 
patología de las instituciones que participaron el en estudio y están descritos a continuación. 
6. 2. 1. 3. 1. Datos de identificación personal: 
Algunos datos clínicos como 
• el diagnóstico histopatológico, 
• localización del tumor, 
• edad , género, 
• procedencia. 
A cada paciente se le asignó un número consecutivo al igual que para cada uno de los análisis con 
la respectiva clasificación se les dio un número para fines de tabulación y para preservar el 
anonimato de los pacientes. 
6. 2. 1. 3. 1. 1. Procedencia. 
Las muestras fueron obtenidas previo consentimiento institucional e información, en las siguientes 
instituciones: 
o Bogotá: Hospital San Ignacio, Hospital de la Samaritana. 
o Cali: Centro Médico Imbanaco. 
o Neiva: Hospital Hernando Moncaleano Perdomo. 
o Popayán : Hospital Universitario San José. 
6. 3. Análisis moleculares e histológicos de las muestras en estudio. 
6. 3. 1. Extracción del ADN mediante microdisección. 
Una vez se verificó que los bloques de parafina se correspondieron con las láminas, se procedió a 
marcarlos con el número consecutivo previamente asignado, igualmente se marcaron los tubos 
eppendorff que posteriormente almacenarían el producto de la microdisección. 
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La microdisección de los tejidos se ejecutó bajo inspección macroscópica con verificación 
histológica de los cortes, y usando un micrótomo de rotación, se cortaron tres a cuatro secciones 
de 10 micras de espesor que se depositaron en recipientes eppendorff de 1,5 mi de capacidad 
previamente marcados con el número consecutivo asignado, posteriormente se almacenaron a 
temperatura ambiente. La microdisección fue realizada en el Laboratorio de Histotecnología del 
Departamento de Patología de la Universidad Nacional. 
Para la extracción de ADN se empleó el kit para extracción INVITROGEN. Para la extracción de 
ADN, se desparafinaron los tejidos microdisecados con dos lavados con xilol durante 30 minutos y 
posteriores enjuagues con etanol al 100% Y centrifugado por 10 minutos en micro centrífuga a 
13000 revoluciones por minuto, siempre removiendo el sobrenadante y teniendo el cuidado de no 
alterar el tejido depositado en el fondo del tubo ependorff. 
Fotografía No. 1 Extracción de ADN de las muestras en estudio 
Después del segundo lavado con etanol, las muestras se incubaron a 37 grados centígrados en el 
baño Maria por 15 minutos para evaporar el etanol residual. 
Fotografía No. 2 Paso de incubación de las muestras 
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Una vez se comprobó que las muestras estaban completamente desparafinadas, se continuó con 
el procedimiento de extracción del ADN siguiendo las instrucciones impartidas por el Kit de 
extracción suministrado por Invitrogen: 
1. Adición de buffer de digestión y proteinasa K. 
2. Incubación a 50 grados centígrados al baño Maria durante toda la noche y posterior 
centrifugado. 
3. Adición de RNAasa A. 
4. Adición de Buffer Lysis/Binding y centrifugado. 
5. Lavado con etanol y centrifugado. 
6 . Traslado del tejido a las columnas de spin suministradas por el kit. 
7. Lavado del ADN con los Buffer de lavado 1 y 2. 
8. Obtención de aproximadamente 25 - 10 microlitros de ADN con el Elution Buffer. 
9. Almacenamiento de las muestras a -25 grados centígrados. 
Fotografía No. 3 Columnas de spin usadas en la extracción 
Para determinar la presencia de ADN obtenido de los tejidos desparafinados, se realizó la 
comprobación por duplicado con gel de agarosa, cuantificación de ADN y amplificación mediante 
PCR. 
6. 3. 2. Análisis de Metilación mediante modificación por bisulfito: 
Una vez se ha extraído el ADN, se realiza este paso, este método se basa en la conversión de 
todos los residuos de citosinas no metiladas a uracilo, mediante deaminación. Sin embargo los 
residuos metilados de citosinas que son resistentes a la modificación permanecen como citosinas, 
esta diferencia es usada en la amplificación por PCR a través de partidores específicos para cada 
condición . 
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Fotografía No. 4 kit de empleado para la metilación 
Se utilizaron las muestras de tejido tumoral de los casos. Siguiendo las instrucciones del kit de 
metilación (Invitrogen) : 
1. Se tomaron 20 microlitros de ADN y se depositaron en tubos para PCR previamente 
marcados con el número consecutivo correspondiente al caso. 
2. Se agregó el agente de Conversión. 
3. Las mezclas se introdujeron a un termociclador con el siguiente programa: 
o Fase 1 a 98 grados por 10 minutos (denaturación). 
o Fase 2 a 53 grados por 30 minutos. 
o Fase 3 de conversión bisulfito de 8 ciclos de 53 grados por 6 minutos y 37 grados por 
30 minutos. 
o Fase última a 4 grados centígrados. 
4. Se trasladan las muestras a columnas de spin para agregárseles el Binding Buffer y 
centrifugado. 
5. Lavado con Buffer de lavado. 
6. Desulfonación con el respectivo Buffer. 
7. Lavados con los Buffer de lavado y 
8. Concentración con el Elution buffer para obtener un total de 10 microlitros de ADN 
transformado y convertido, listo para ser amplificado con los primers diseñados: 
Sense va de -288 a - 202 
MET F 5'-AACGAATTAATAGGAAGAGCGGATAGCG-3' 
MET R 5'-CCTCCCTAAAACGACTACTACCCG-3' 
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Fotografía No. 5 Pasos seguidos en la amplificación de las muestras transformadas. 
Para amplificarse las muestras se calcularon las mezclas maestras siguiendo las recomendaciones 
dadas por el 
MET 
UMET 
o 2 microlitros de ADN, 
o 50 mMol de MGCI2, 
o 4mMoI de DNTPs, 
o 0.5 microMol de METprimer 1 y 1.25 microMol de METprimer 2, 
o 0.5 mMol de UMET primer y 1 mMol de UMET primer 2. 
o 1.25 de ampliTaq poI. 
o 2.5 microlitros de Buffer. 
o Agua destilada y desionizada a 14.75 microlitros para la mezcla MET y 12.75 microlitros 
para la mezcla UMET, hasta completar un volumen final de 25 microlitros. 
o La mezcla maestra se lleva al termociclador con el siguiente programa: 
Fase inicial Fase de elongación Fase final 
00 
10 minutos 37 ciclos por 30 segundos 7 minutos 
95 grados e 95 grados e 
62 grados e 
60 grados e 
72 grados e 72 grados e 4 grados e 
Fotografía No. 6 Pasos seguidos para la amplificación de las muestras transformadas. 
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Para la comprobación de la conversión se realizó un corrido electroforético en gel de agarosa al 1 % 
con bromuro de etidio durante 35 minutos, la cual se hizo por duplicado, se evaluó la amplificación 
de los alelos metilado (M) y no metilado (U) . Las muestras fueron almacenadas a -25 grados 
centígrados. 
Fotografía No. 7 Pasos seguidos para la amplificación de muestras transformadas. 
6. 3. 3. Análisis de inestabilidad microsatelital. 
Amplificación de cinco marcadores microsatélites por PCR usando el panel preestablecido (BAT25, 
BAT26, 02S123, 05S346, 017S250) . Se realizaron pruebas con el kit de inestabilidad 
microsatelital de Roche, dado que no fue posible la amplificación con el mismo, se remitieron cinco 
muestras tumorales y 5 de tejidos normales a un laboratorio para la realización del mismo. 
Fotografía No. 8 Pasos seguidos para el análisis. 
6. 3. 4. Detección por inmunohistoquímica de la proteína MLH1: 
Para el análisis de la expresión de hMLH1 por inmunohistoquímica, se empleó el kit PURIFIEO 
MOUSE ANTI-HUMAN MLH-1ANTIBOOY FOR INMUNOHISTOCHEMISTRY de BO Pharmigen TM 
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Technical Data Sheet. La técnica fue desarrollada en los Laboratorios de Patología de la 
Univers~dad Nacional y del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses. 
Para estandarizar la prueba se realizó en tejidos que se conoce que expresan normalmente la 
proteína hMLH1 obtenidos de los archivos de Patología del Instituto de Medicina Legal y Ciencias 
Forenses y se comparó con lo expresado en las muestras con tumor y tejido normal. 
Se usó el kit de Invitrogen en el cual se incluyó la batería necesaria para coloración sugerida por 
Thibodeau (32). De acuerdo con las instrucciones impartidas por el kit, se siguieron los pasos: 
.:. Se realizaron cortes sin colorear y se fijaron en láminas marcadas para 
inmunohistoquímica . 
• :. Las láminas con los tejidos cortados se depositaron en horno durante cuatro horas 
a 70 grados centígrados . 
• :. Par~ completar la desparaafinación, a las láminas se sometieron a lavados con 
xilol , alcohol yagua corriente . 
• :. Recuperación antigénica con exposición a peroxidasa durante 10 minutos . 
• :. Las láminas se someten a calor húmedo por 40 minutos, se les agrega el buffer de 
recuperación antigénica y PSS . 
• :. Se agrega el anticuerpo primario suministrado por el Kit, preparado con una 
solución maestra con PSS 1 :80 . 
• :. Incubar con la solución maestra por una hora a temperatura ambiente . 
• :. Aplicación del anticuerpo secundario (biotinilado) y lavado con PSS . 
• :. Con el segundo kit usado se procedió a aplicar el anticuerpo terciario 
(estreptavidina) y lavado con PSS . 
• :. Revelado con DAS y lavado con agua destilada . 
• :. Finalmente se colorea con hematoxilina y eosina para dar contraste. 
La comprobación se realizó por duplicado y mediante la visualización en el microscopio. 
Para la interpretación se evaluó en toda su extensión el tejido teñido con especial énfasis en el 
epitelio colónico representativo tumoral y no tumoral , por tratarse de una proteína que forma parte 
del sistema de reparación de bases mal apareadas, es de ubicación nuclear en la célula, aspecto 
que se tuvo en cuenta en la evaluación histológica. La expresión inmunohistoquímica en el núcleo 
de la célula se interpretó como positiva (comparada con células de control interno), y su ausencia 
se calificó como negativa. 
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Teniendo en cuenta la extensión, se calificaron los tumores como: 
.:. Positivos (mas del 50% de tinción de núcleos de igual o mayor intensidad que el control 
positivo) , 
.:. Débilmente positivos (mas del 50% de los núcleos con menor intensidad que el control 
positivo) y 
.:. Negativos (negatividad o menos del 50% de los núcleos). 
De acuerdo con las recomendaciones de la Nacional Society for Histotechnology (Journal of 
histotechnology, 28:89), siendo positivos aquellos que presentaron positividad débil o fuerte mayor 
del 50%. 
Fotografía No. 9 Histología e inmunohistoquímica de una muestra representativa. 
6. 3. 5. Evaluación histológica de las muestras: 
Se evaluaron los cortes histológicos coloreados con hematoxilina y eosina teniendo en cuenta los 
siguientes parámetros de la clasificación de Astler y Coller: 
o Patrón histológico: grado histológico y clasificación histológica. 
o Infiltrado linfocitario tumoral y peritumoral presente o ausente, el cual de acuerdo con lo 
propuesto por Jass se califica así : presente en la lesión mas de cuatro linfocitos por campo de 
gran aumento; y peritumoral como conspicuo o ausente y presente. 
o Producción de mucina mayor del 50% (presente) o menor del 50% (ausente) . 
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La evaluación histopatológica fue realizada por dos patólogos, los casos en los que se presentó 
discordancia, fueron interconsultados a un tercer patólogo concluyéndose el diagnóstico por 




7.1. Infórmación personal de los pacientes incluidos en el estudio: 
7. 1. 1. Distribución de los casos según la Procedencia. 
Se reci~ieron de 203 casos de tumores colorrectales de los cuales se excluyeron 40 casos por 
tejido insuficiente y ocho casos porque el tejido de la lámina no correspondió con el bloque 
histológico, quedando 155 casos para los análisis. 
En el presente estudio fueron incluidos 155 pacientes: 89 casos (57%), provenientes del 
departamento de Cundinamarca y de Bogotá, 38 casos (25%) del Huila, 17 casos (11 %) del 
Cauca y 10 casos (7%) del Valle del Cauca. 
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Gráfica No. 1 Distribución de los casos según procedencia 
47 
7. 1. 2. Distribución de los casos según el Género. 
Las muestras se distribuyeron por igual entre hombres y mujeres, siendo 78 hombres y 77 mujeres. 
Genero (155 casos en total) 
Hombres 78 (50%) 
Mujeres 77 (50%) 
7. 1. 3. Distribución de los casos según la edad. 
De los 155 casos estudiados, 20 casos no contaron con el dato de la edad (13%), de los 135 casos 
restantes, 14 casos (9%) correspondieron a pacientes con edades por debajo de los 40 años y 121 
casos (78%) correspondieron a pacientes con edad por encima de los 41 años. 
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Tres pacientes con edades que oscilaban entre 20 y 26 años presentaron adenocarcinoma de 
colon y 8 pacientes con edades entre los 30 y 38 años presentaron igualmente diagnóstico 
adenocarcinoma de colon . 
Teniendo en cuenta la totalidad de los tumores estudiados (155), el rango de edad encontrado es 
bastante amplio pues va desde los 19 años hasta los 90 años, debe tenerse en cuenta que el 
paciente de 19 años tenía un diagnóstico de Linfoma, y una paciente de 20 años tenía un 
adenocarcinoma de colon. 
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Del grupo de los catorce pacientes con menos de 40 años, siete eran hombres, seis de ellos con 
adenocarcinom'a y un paciente con Linfoma de Burkitt (de 19 años); y las siete mujeres con 
diagnósti¿o de adenocarcinoma. 
Teniendo en cuenta que de este grupo de pacientes menores de 40 años, siete tenían 
adenocarcinoma moderadamente diferenciado, uno adenocarcinoma mal diferenciado y cinco 
casos fueron bien diferenciados. 
De los 121 pacientes mayores de 41 años, 58 eran hombres y 63 mujeres, 114 presentaron 
adenocarcinomas, uno, un tumor de células grandes, dos adenomas, dos linfomas y una resección 
sin tumor residual. 
Del grupo de pacientes mayo(es de 41 años con adenocarcinoma, 72 presentaron 
adenocarcinomas moderadamente diferenciados, 10 son adenocarcinomas bien diferenciados y 14 
adenocarcinomas pobremente diferenciados, 7 tumores tenían producción de mucina, 3 
adenocarcinomas estaban relacionados con adenomas (originados en adenoma). 
7.1.4. Distribución de los casos de acuerdo con la localización anatómica: 
Teniendo en cuenta la localización anatómica, la mayor cantidad de casos (92) se localizaron en el 
colon derecho (59.35%), siguiendo en frecuencia, 30 casos ubicados en recto (19.35%), 17 casos 
se localizaron en colon izquierdo (10.97%), 9 casos en colon transverso (5.81%) y 7 casos en 
sigmoides (4 .52%). 
Sitio anatómico (155 casos) 
Colon Derecho 92 (59%) 
Colon transverso 9(6%) 
Colon izquierdo 17(11%) 
Sigmoides 7 (5%) 
Recto 30 (19%) 
7. 1. 4. 1. Colon Derecho: 
92 tumores estaban ubicados en el colon derecho, 45 correspondieron a hombres (cuatro menores 
de 40 años, 34 mayores de 41 años y siete casos no tenían el dato de edad). 
47 correspondieron a mujeres (cuatro mujeres menores de 40 años, dos mujeres sin el dato de la 
edad y 41 mujeres mayores de 41 años). 
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En casi su totalidad estas lesiones tuvieron el diagnóstico de adenocarcinoma (88 en total), tres 
linfomas y un tumor carcinoide. 
7.1.4.2. Colon Transverso: 
Nueve tumores se localizaron en el colon transverso, de estos tres correspondieron a hombres 
mayores de 41 años, y seis a mujeres (4 mayores de 41 años y 2 menores de 40 años). Todos 
fueron adenocarcinomas. 
7.1.4.3. Colon Izquierdo: 
De los 17 casos con esta localización, nueve correspondieron a mujeres, una menor de 40 años y 
8 mayores de 41 años y los otros correspondieron a 8 hombres, cinco mayores de 40 años y tres 
que no contaron con el dato de la edad. 16 tumores fueron adenocarcinomas y el restante fue un 
linfoma. 
7.1.4.4. Colon Sigmoides: 
Siete casos se hallaron en esta localización, cinco hombres (cuatro fueron menores de 40 años) y 
dos mujeres (una mujer menor de 40 años). En dos casos no se tuvo el dato de la edad. La 
totalidad de casos fueron adenocarcinomas. 
7. 1.4.5. Recto: 
30 casos se ubicaron en el recto, 12 mujeres (once mayores de 41 años y una sin el dato de la 
edad) y 18 correspondieron a hombres (dos menores de 40 años y tres sin el dato de la edad). 
Dos casos fueron adenomas (dos pacientes hombres mayores de 41 años) y una resección sin 
tumor residual (mujer mayor de 41 años) y el resto de tumores fueron adenocarcinomas. 
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Gráfica No. 3 
7. 1. 5. Características histológicas de los casos evaluados. 
• Recto 
7. 1. 5. 1. Distribución de casos de acuerdo con el diagnóstico histológico. 
Del total de 155 casos estudiados, 147 casos (94.84%) tenían diagnóstico de adenocarcinoma, de 
estos adenocarcinomas colónicos, 23 casos (15.6%) fueron francamente mucinosos. 
Diagnóstico histológico (155 casos) 
Adenocarcinoma 147 (94,84%) 
Linfomas 4 (2 .5%) 
Adenomas 2 (1 ,2 %) 
Tumor carcinoide 1 (0 .6%) 
Sin tumor residual 1 (0.6%) 
Los 8 casos restantes (5.16%) presentaron otros diagnósticos diferentes a adenocarcinoma: 
./ Cuatro pacientes con linfomas (un paciente de 19 años de edad con Linfoma de Burkitt, y 3 
pacientes con linfoma de célula grande) . 
./ Dos pacientes tenían adenomas . 
./ Un paciente con diagnóstico de tumor carcinoide (sin dato de la edad) . 
./ Un caso no tenía lesión tumoral residual. 
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Gráfica No. 4 Distribución de acuerdo a diagnóstico histológico 
7. 1. 5. 2. Distribución de casos de acuerdo con la infiltración tumoral (o estadiaje): 
Con respecto a la distribución de casos de acuerdo con el grado de infiltración tumoral, ésta se 
aplica exclusivamente para los adenocarcinomas, uno de los casos no contó con este dato, por lo 
tanto de los 155 casos estudiados, solo se analizan los 147 adenocarcinomas y se resta el 
adenocarcinoma que no tiene el dato de infiltración tumoral en total 146 adenocarcinomas. 
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A. Limitada a la mucosa. 
Gráfica No. 5. 
B. 1. Infiltra la muscular propia sin atravesarla, ganglios no afectados. 
8 . 2. Atraviesa la muscular propia, ganglios no afectados. 
C. 1. Infiltra la muscular propia pero sin atravesarla con ganglios afectados. 
C. 2. Atraviesa la muscular propia, ganglios afectados. 
D. Metástasis a distancia. 
o 
Un caso estaba en el estadio A (0,68%) de una mujer mayor de 41 años y se localizó en el colon 
izquierdo. 
Siete casos (4.8%) en el estadio 81 correspondientes a cuatro mujeres (una menor de 40 años) y 
tres hombres mayores de 41 años, de estos adenocarcinomas, tres tumores estaban en el colon 
derecho, un tumor en el colon izquierdo, tres tumores en el recto y un tumor en el colon izquierdo. 
31 casos (21.2%) estaban en el estadio 82, correspondientes a 11 hombres mayores de 41 años y 
20 mujeres (dos menores de 40 años). 
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50 casos (34,2%) correspondieron al estadio C1 , 28 hombres (uno menor de 40 años y 10 sin dato 
de la edad) y 22 mujeres (18 mayores de 41 años y cuatro sin dato de la edad). En cuanto a la 
localización, 30 tumores estaban ubicados en el colon derecho, uno en colon transverso , seis en 
colon izquierdo, tres en sigmoides y diez en recto. 
En el estadio C2 se encontraron 55 tumores (37.6%) , que correspondieron a 29 hombres (4 
menores de 40 años, un caso sin dato de la edad) , 26 mujeres (4 menores de 40 años y 3 casos 
sin dato de la edad) . 33 tumores se localizaron en el colon derecho, tres casos en el colon 
transverso , siete tumores en el colon izquierdo, cuatro tumores en el sigmoides y ocho casos en el 
recto. 
Dos casos correspondieron al estadio D (1.4%) . Un hombre de 42 años y una mujer de 26 años 
ubicados en el colon derecho. 
Un caso no tuvo el dato de la localización ni la edad. 
La mayor parte de casos se encontraron en los estadios 82, C1 y C2, sumando el 93% de los 
casos evaluados. 
Infiltración tumoral (146 adenocarcinomas) 
A 1 (0.68%) 
81 7 (4,8%) 
82 31 (21 .2%) 
C1 50 (34.2%) 
C2 55 (37.7%) 
D 2 (1 ,4%) 
7. 1. 5. 3. Distribución de casos según el infiltrado linfocitario. 
La distribución de casos según el infiltrado linfocitario solo aplica para los 147 adenocarcinomas, 
encontrándose 137 casos con respuesta linfocitaria y 10 casos sin infiltrado linfocitario. 
No. De casos (adenocarcinomas) 147 
Con infiltrado linfocitario 137 (93,2%) 
Sin infiltrado linfocitario 10 (6,8%) 
Total casos Con infiltrado Sin infiltrado P 
Género 147 
Femenino 71 68 3 NA 
Masculino 76 69 7 No aplica 
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Diferenciación tumoral 147 
Bien diferenciado 40 38(5%) 2 (5%) 0,83 
Moderadamente diferenciado 90 83 (92,2%) 7 (7,7%) 
Mal diferenciado 17 16(94%) 1 (5 ,8%) 
Producción de mucina 147 
Presente 23 13 (56,5%) 10 (43,4%) 0,88 
Ausente 124 124 (100%) O 
Infiltración tumoral 146 
A 1 1 (100%) O 0,94 
B1 7 7 (100%) O 
B2 31 29 (93,8%) 2(6,4%) 
C1 50 47 (94%) 3(6%) 
C2 55 50 (91 %) 5 (9%) 
D 2 2(109%) -
De los 155 casos analizados, a 147 adenocarcinomas fueron evaluados de acuerdo con la 
infiltración tumoral 
A 146 casos se les pudo evaluar el infiltrado tumoral, 136 lesiones tumorales (93.2%) presentaron 
infiltración linfocitaria y 10 (6.8%) no mostraron el infiltrado linfocitario. Cabe recordar que de los 
147 adenocarcinomas evaluables, un caso no tuvo el dato de infiltración tumoral por lo que el 
número real analizado es de 146 adenocarcinomas. 
Las ocho lesiones restantes correspondieron a linfomas y una resección sin tumor residual que no 
aplican para la evaluación linfocitaria y un adenocarcinoma adicional que no tenía el dato de la 
infiltración tumoral. 
Las lesiones sin infiltrado linfocitario (10 en total) pertenecen a 10 pacientes mayores de 41 años 
(nueve mujeres y un hombre), siete tumores ubicados en el colon derecho, dos en colon transverso 
y un tumor en colon izquierdo. 
De las 137 lesiones con infiltrado linfocitario, doce casos se presentaron en pacientes menores de 
41 años (cuatro hombres y ocho mujeres), 106 casos eran pacientes mayores de 41 años (53 
hombres 53 mujeres) y 19 casos no tenían el dato de la edad (doce hombres y siete mujeres) . Con 
respecto a la localización anatómica, 80 lesiones estaban ubicadas en el colon derecho, 28 
tumores en recto , 15 casos en el colon izquierdo, siete casos en el colon transverso y siete casos 
en sigmoides. 
20 pacientes no tuvieron datos de la edad. 
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No hubo correlación estadística con la diferenciación tumoral , el grado de infiltración tumoral y la 
producción de mucina . 
7.1.5.4. Distribución de casos de acuerdo con la producción de mucina. 
Producción de mucina Ausencia de mucina 
Edad 128 adenoc. 0,97 
Menores de 40 años 13 4 30,1% 9 69,0% 
Mayores de 41 años 115 19 16,5% 96 83,5% 
19 casos sin el dato de la edad 
y otros tumores para un total de 
155 
Diferenciación tumoral 147 0.05 
Bien diferenciado 40 11 28% 29 72% 
Moderadamente diferenciado 90 10 11% 80 89% 
Mal diferenciado 17 2 12% 15 88% 
Infiltración tumoral 146 
A 1 O - 1 100% 0,51 
81 7 O - 7 100% 
82 31 3 9,6% 28 90,3% 
C1 50 11 22% 39 78% 
C2 55 9 16% 47 84% 
D 2 O - 2 100% 
Localización del tumor 147 
Colon derecho 92 17 18,5% 75 81 ,5% 0,95 
Colon transverso 17 2 11 ,8% 15 88,2% 
Colon izquierdo 9 2 33% 7 77% 
Sigmoides O O O O O 
Recto 29 2 6,9% 27 93,1% 
Infiltrado linfocitario 147 
Presente 23 10 43,5% 13 56.5 % 0,88 
Ausente 124 O - 124 100% 
De los 147 adenocarcinomas evaluados, 23 lesiones (15.6%) presentaron producción de mucina y 
124 casos no mostraron producción de mucina, los tumores restantes correspondieron a otros tipos 
de tumor diferentes a adenocarcinoma. 
Los tumores no productores de mucina fueron mas frecuentes en mayores de 41 años. 
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De los 23 tumores productores de mucina, 17 se localizaron en el colon derecho (tres hombres 
menores de 40 años; tres hombres mayores de 41 años Y once mujeres), dos tumores en colon 
transverso (2 mujeres mayores de 41 años), dos tumores en colon izquierdo (dos hombres 
mayores de 41 años) y dos tumores en recto (un hombre menor de 40 años y una mujer mayor de 
41 años) . 
Once lesiones productoras de mucina estaban bien diferenciadas. Diez lesiones eran 
moderadamente diferenciadas y dos estaban mal diferenciadas. la ausencia en la producción de 
mucina se encontró correlacionada con una moderada diferenciación tumoral. 
De los 124 tumores no productores de mucina, 75 tumores se localizaron en el colon derecho (38 
hombres y 64 mujeres), 27 lesiones en el recto, 15 lesiones en el colon izquierdo, 7 lesiones en el 
colon transverso. 29 tumores fueron bien diferenciados, 80 eran moderadamente diferenciados y 
15 mal diferenciados. Con respecto a la edad de los pacientes de este grupo, 9 pacientes eran 
menores de 40 años (un hombre y ocho mujeres), y 94 pacientes eran mayores de 41 años (49 
hombres y 45 mujeres), 21 casos no tuvieron el dato de la edad. 
7.1.5.5. Distribución de casos de acuerdo con la diferenciación tumoral. 
Se evaluaron 147 adenocarcinomas de los cuales 40 (27%) fueron bien diferenciados, 90 casos 
(52%) fueron moderadamente diferenciados y 17 (11 %) casos fueron mal diferenciados. 
los 40 tumores bien diferenciados pertenecieron a cinco pacientes menores de 40 años (tres 
mujeres y dos hombres), 27 pacientes mayores de 41 años (13 hombres y 14 mujeres), 8 pacientes 
no tienen dato de la edad. 24 casos estaban localizados en colon derecho, cinco casos en el colon 
izquierdo, 11 casos en recto. 
De los 90 tumores moderadamente diferenciados, 44 pertenecieron a hombres (dos menores de 40 
años, 36 mayores de 41 años y seis no tenían el dato de la edad), 46 mujeres (cinco mujeres 
menores de 40 años, 36 mujeres mayores de 41 años y 5 sin el dato de la edad). En cuanto a la 
situación anatómica tumores moderadamente diferenciados, 52 casos se ubicaron en colon 
derecho, ocho tumores en colon transverso, ocho en colon izquierdo, siete casos en sigmoides y 
quince en recto. 
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De los 17 casos mal diferenciados, doce lesiones estaban localizados en colon derecho, un caso 
en colon transverso, tres en colon izquierdo y un caso en recto , pertenecieron a siete hombres (uno 
menor de 40 años) y a diez mujeres mayores de 41 años. 
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Grafica No. 6 Distribución según grado de diferenciación tumoral 
7. 1.5. 6. Correlación interobservador. El coeficiente de concordancia Kappa resultó en cero. El 
índice Kappa es la razón entre la coincidencia real sin participación de azar y la coincidencia 
potencial sin participación del azar. La coincidencia por azar es de 93.96%, idéntica a la 
coincidencia observada en el estudio; por lo tanto, la coincidencia real es cero . Entre los datos 
observados es inaplicable el coeficiente de concordancia Kappa. 





93 . 96% 
Kappa Std. Err . 
0 . 0000 0.0000 
7. 1. 6. Extracción de AON de las muestras 
Z Prob>Z 
Finalmente, se logró la extracción de la totalidad de las muestras recibidas, sin embargo, se anota 
que se requirió repetir la microdisección y la extracción de casos como se detalla a continuación. 
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En la primera extracción se logró obtener únicamente en 98 casos, por lo que se repitió la 
extracción con los 57 casos restantes, consiguiéndose en 42 casos, para los quince casos 
restantes se realizó una tercera y última extracción. 
1 a extracción efectiva: 98 casos. 
2a extracción efectiva: 42 casos. 
3a extracción efectiva: 15 casos. 
Total : 155 casos. 
Si bien con el primer corrido electroforético en gel de agarosa se observó presencia de ADN en 
todos los 155 casos, al repetirse el corrido solo se comprobó de manera satisfactoria en un total de 
122 de los 155, un 79,35% de las muestras. Debido a que hubo agotamiento del tejido de algunos 
bloques y a que en algunos se requirió preservar para los demás análisis no se repitió la prueba. 
En la fotografía se incluyen algunas de las muestras a las que se comprobó la extracción de ADN 
por corrido electroforético en gel de agarosa (segunda comprobación) . Aquellas muestras que 
mostraron un carril vacío se catalogaron como negativas o extracción no satisfactoria . 
Fotografía No. 10 Corrido electroforético para la comprobación del ADN extraído 
7. 1. 7. Análisis de Metilación. Debido a que solo se logró la extracción de ADN en 122 casos, se 
utilizaron estas muestras de tejido tumoral para observar la metilación del gen MLH1. Se realizó la 
transformación inicial, luego se trataron todas las muestras con los buffer de lavado, de unión , 
desulfonación y concentración . Las muestras transformadas se amplificaron con los primers 
diseñados para este análisis previamente descrito e incubándose en termociclador, para luego 
comprobarse la amplificación , se corrieron en gel de agarosa a11% con bromuro de etidio durante 
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25 a 35 minutos, comprobación que se realizó por duplicado. Las muestras que en el corrido 
electroforético mostraron una luminiscencia en el alelo M se catalogaron como efectivas para la 
prueba. 
Metilado No metilado P 
Edad 96 tumores 
Menores de 40 años 7(7,2%) 1 14% 6 86% 0.8 
Mayores de 41 años 89 (92,7%) 10 11% 79 89% 
Sin dato de edad 17 casos 
Para un total de 113 tumores 
Sitio anatómico 113 tumores 0.97 
Colon derecho 64(57%) 6 9,3% 58 90,7% 
Colon transverso 8(7%) 1 12.5% 7 87,5% 
Colon izquierdo 11 (10%) 1 9% 10 91% 
Sigmoides 6(5%) 1 16,6% 5 83.4% 
Recto 24 (21 %) 2 8,3% 22 91 ,7% 
Infiltración tumoral 112 
A 1 (0,89%) - - 1 100% 0.5 
B1 6(5,3%) 1 16.6% 5 83,4% 
B2 27 (24,21%) 4 14,8% 23 85,2% 
C1 39 (34,8%) 1 2,5% 38 97,5% 
C2 37 (33%) 5 13,5% 32 86,5% 
D 2 (1 ,8%) - - 2 100% 
Un caso no contó con este 
dato por lo tanto se cuentan 
112 casos 
Infiltrado linfocitario peritumoral 113 tumores 
Presente 107 (94.7%) 10 0,9% 97 90.1% 0.99 
Ausente 6(5,3%) 1 16.6% 5 83,4% 
Diferenciación tumoral 113 tumores 
Bien diferenciado 31 (27%) 3 9.6% 28 90,4% 0.95 
Moderadamente diferenciado 68 (60%) 5 7.3% 63 93.7% 
Mal diferenciado 14(13%) 3 21,4% 11 78,6% 
Tipo histológico de lesión 120 tumores 
Adenocarcinomas 113(94%) 11 9.8% 102 90.2% 0.7 
Otros 7 (6%) 1 14.3% 6 85,7% 
Producción de Mucina 113 tumores 
Ausente 23 (20,3%) 9 (39%) 14(61%) 0.9 
Presente 90 (79,7%) 2(2%) 88 (98%) 
Expresión inmunohistoquímica 109 tumores 
hMLH1 
Positiva 80 (73,3%) 7 (9%) 73 (91%) 0,43 
Negativa 29 (26,7%) 4(14%) 25 (86%) 
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Con el corrido electroforético en el gel se observó la amplificación de los alelos metilado (M) y 
no metilado (U) , la amplificación se comprobó en los 122 casos analizados de al menos uno de los 
alelos (U o M), sin embargo para el análisis se tuvo en cuenta únicamente los tumores en los que 
se evidenció amplificación de los dos alelos (U y M), siendo en total 113 tumores. 
De los 113 tumores evaluados, siete pertenecieron a pacientes menores de 40 anos (dos hombres 
y cinco mujeres), de los cuales en un caso se encontró el gen metilado. 
89 casos eran de pacientes mayores de 41 años (44 hombres y 45 mujeres), diez de los cuales se 
encontraron metilados. 
En 17 casos no se contó con el dato de la edad, pero en ningún tumor se encontró metilación del 
gen. En resumen, se encontró metilación del gen en once tumores (9,6%). 
De los 113 adenocarcinomas evaluados, 64 tumores estaban localizados en el colon derecho, seis 
de los cuales presentaron metilación del gen. 24 tumores estaban en el recto, con dos tumores en 
los que se encontró metilación del gen. Once tumores se localizaron en colon izquierdo con un 
caso de mutilación y Ocho casos estaban localizados en el colon transverso, en uno de los cuales 
se encontró metilación . 
En cuanto a la infiltración tumoral de los 113 tumores, en uno de los casos no se contaba con el 
dato de la infiltración, con lo que el número real analizado de adenocarcinomas fue de 112. Un 
caso estaba en el estadio A y no se encontró metilación del gen. Seis casos estaban en el estadio 
81 , en uno de los cuales se encontró metilación. 27 casos estaban en el estadio 82 y de estos, en 
cuatro se encontró metilación. En el estadio C1 había 39 casos y de estos en solo uno se encontró 
metilación. De los 37 casos que estaban en el estadio C2, en cinco se encontró metilación. En el 
estadio D se encontraron dos casos en los que no se observó metilación. 
De las 113 lesiones tumorales evaluadas, 107 presentaron infiltrado linfocitario, en diez de las 
cuales se observó metilación del gen. Los seis tumores restantes no tenían infiltrado tumoral, en 
uno se encontró metilación. 
En cuanto a la diferenciación de los 113 tumores, 31 tumores estaban bien diferenciados, de estos, 
en tres tumores se encontró metilación. 68 tumores estaban moderadamente diferenciados, en 
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cinco de los cuales se encontró metilación. Catorce tumores estaban mal diferenciados y en tres de 
estos se encontró mutilación del gen. 
De los 113 adenocarcinomas analizados, 102 tumores no fueron productores de mucina, en 9 de 
los cuales se encontró metilación y los 13 tumores restantes no productores de mucina, en dos se 
encontró metilación. 
Relacionado con la expresión de la proteína hMLH1 , solo se logró evaluarse en 109 tumores, once 
de los cuales estaban metilados, cuatro no expresaron la proteína y siete si expresaron la proteína. 
De los 98 tumores no metilados, la mayor cantidad (73 tumores) expresaron la proteína, 
correspondiendo a 70 adenocarcinomas y 3 lesiones diferentes (un tumor carcinoide y dos 
adenomas) . De los 25 tumores que no la expresaron , 22 fueron adenocarcinomas y 3 lesiones 
diferentes. Si bien la mayor cantidad de tumores expresaron la proteína y estaban no metilados, no 
hubo significancia estadística entre estas dos variables. 
Expresión inmunohistoquímica hMLH1 TOTAL 109 




Tumor carcinoide 1 
Sin tumor residual 1 
Adenocarcinomas Otros 
Metilado No metilado Metilado No metilado TOTAL 
Expresión inmunohistoquímica hMLH1 
Positiva 7 70 O 3 80 
Negativa 3 22 1 3 29 
TOTAL 10 92 1 6 109 
La fotografía siguiente indica el corrido electroforético de los casos transformados y amplificados 
por la prueba de metilación bisulfito específico, las columnas de la izquierda corresponden a los 
números consecutivos y las letras U y M representan los alelos no metilado (U) y metilado (M) . 
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Fotografía No. 11 Comprobación de la prueba de metilación: amplificación de los alelos U y M. 
El análisis de metilación no fue posible realizarlo en 33 tumores debido a que no hubo amplificación 
de las mismas, no obstante la repetición de la extracción de ADN, la concentración y rehidratación 
de estas muestras, lo que redujo la proporción de muestras para correlacionarse con las demás 
variables. 
7.1.8. Detección inmunohistoquímica de la proteína hMLH1. 
Una vez se realizó la coloración inmunohistoquímica se procedió a la interpretación histológica de 
la expresión de la proteína, la cual fue posible en 140 de 155 casos. El total de casos evaluados 
fue de 133 adenocarcinomas, y siete lesiones diferentes: dos adenomas, tres linfomas, un tumor 
carcinoide y una resección sin tumor residual. 
Expresión positiva Expresión negativa 
Edad 120 adenocarcinomas 
Menores de 40 años 11 (9%) 10(91%) 1 (9%) 0,31 
Mayores de 41 años 109(91%) 85 (78%) 24 (22%) 
13 tumores sin el dato de la edad 
Para un total de 133 
Tipo histológico 140 
Adenocarcinoma 133 (95%) 106 (80%) 27 (20%) 0,02 
otros 7(6%) 3(43%) 4(57%) 
Diferenciación tumoral 133 tumores 
Bien diferenciado 32 (24%) 23 (23%) 9(77%) 0.4 
Moderadamente diferenciado 86 (65%) 70 (81%) 16(19%) 
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Mal diferenciado 15(11%) 13 (81%) 2 (19%) 
Sitio anatómico 133 adenocarcinomas 
Colon derecho 79 (59%) 60 (79%) 19(21%) 0,73 
Colon transverso 9(7%) 7(78%) 2 (12%) 
Colon izquierdo 16(12%) 13 (88%) 3 (12%) 
Sigmoides 6 (5%) 6 (100%) O 
Recto 23 (17%) 18 (74%) 5 (16%) 
Infiltrado linfocitario 133 tumores 
Presente 124 98 (75%) 26 (15%) 0,47 
Ausente 9 8(86%) 1 (14%) 
Infiltración tumoral 133 
A 1 1 (100%) O 0.937 
61 4 4 (100%) O 
62 29 19 (63%) 10 (37%) 
C1 43 34(79%) 9 (21%) 
C2 54 46 (85%) 8 (15%) 
O 2 2 (100%) O 
De los 142 casos a los que pudo realizarse el análisis inmunohistoquímico en el tejido tumoral: 
109 tumores tuvieron expresión proteica positiva tanto en tejido normal como tumoral 
De estos 109 tumores, 106 fueron adenocarcinomas 
Tres fueron lesiones diferentes a adenocarcinoma (un tumor carcinoide y dos adenomas) 
Dos tumores tuvieron expresión negativa en el tejido normal y positiva en el tumoral. 
Se encontraron ocho tumores que además de no expresar la proteína en el tejido tumoral, 
tampoco la expresaron en el tejido normal (siete adenocarcinomas y un linfoma). 
31 tumores, es decir el 21.1 % de los tumores no expresaron la proteína: 27 adenocarcinomas 
y cuatro lesiones diferentes a adenocarcinoma (tres linfomas y una resección sin tumor 
residual) 
De 133 tumores evaluados 120 contaron con el dato de la edad, once tumores correspondieron a 
pacientes menores de 40 años, 1 de los casos no expresó la proteína. 109 tumores 
correspondieron a pacientes mayores de 41 años, 24 casos de estos no expresaron la proteína. 
En cuanto al tipo histológico, conociendo que 133 casos fueron adenocarcinomas de estos 27 no 
expresaron la proteína. Siete tumores fueron lesiones tumorales diferentes a adenocarcinoma, y 
correspondieron a linfomas, adenomas y tumor carcinoide; tres linfomas no expresaron la proteína. 
Con respecto a la asociación entre el tipo histológico y la expresión inmunohistoquímica de hMLH1 , 
se encontró que la mayor parte de adenocarcinomas tuvieron inmunorreactividad para la proteína, 
64 
en tanto que tumores diferentes a adenocarcinoma no expresaron la proteína en una mayor 
proporción (57% de los casos) , con significancia estadística . 
En cuanto a la diferenciación tumoral de los 133 tumores, 32 adenocarcinomas eran bien 
diferenciados y mostraron inmunorreactividad , siendo positivos 23 tumores y 9 negativos. 86 
tumores eran moderadamente diferenciados, de estos 70 eran positivos y 16 fueron negativos. 
Quince tumores eran mal diferenciados de estos trece fueron positivos y 2 fueron negativos. 
Relacionado con la localización de los 133 tumores, 79 tumores estaban localizados en el colon 
derecho, de estos 62 tumores expresaron la proteína y 17 no la expresaron. 
Nueve tumores se ubicaron en el colon transverso, de estos siete eran positivos y dos eran 
negativos. 16 tumores se localizaron en el colon izquierdo, siendo 14 tumores positivos y dos 
negativos. Seis tumores estaban en sigmoides todos positivos. En recto se encontraron 23 tumores 
y 6 de estos fueron negativos, el resto fueron positivos. 
Al correlacionar la expresión proteica con la respuesta linfocitaria de los 133 adenocarcinomas, 124 
tumores tenían infiltrado linfocitario, de estos 98 adenocarcinomas expresaron la proteína y 26 no 
la expresaron. De los nueve tumores restantes que no presentaron infiltrado linfocitario, solo un 
tumor no expresó la proteína. 
Con relación al grado de infiltración tumoral de los 133 adenocarcinomas, un adenocarcinoma 
estaba en el estadio A con la expresión positiva. Cuatro casos estaban en el estadio 81 también 
con la expresión positiva . 
En el estadio 82 se encontraron 29 casos, de estos 19 tumores expresaron la proteína y 10 no la 
expresaron. 
43 adenocarcinomas se encontraron en el estadio C1 y de estos 34 casos expresaron la proteína 
mientras que 9 no la expresaron. 
54 casos estaban en el estadio C2 y de estos 46 casos expresaron la proteína, ocho casos no la 
expresaron. 
En el estadio D se encontraron dos casos que expresaron la proteína. 
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De los 113 tumores a los que se logró realizar el análisis de metilación al correlacionarlos con la 
inmunohistoquímica, debieron excluirse 11 casos por agotamiento del tejido, por lo que el número 
real en los que se buscó asociación fue de 102 adenocarcinomas, de los cuales 77 expresaron la 
proteína hMLH1, de estos siete estaban metilados. 25 adenocarcinomas no expresaron la proteína 
y de estos 3 estaban metilados. 
Se realizó el análisis inmunohistoquímico a 142 tumores, y hubo agotamiento del tejido en 13 
casos, lo cual afectó el resultado de éste análisis correlacionado con las demás variables. 
7. 1. 9. Análisis de Inestabilidad Microsatelital de los casos estudiados. 
Debido a que por falta de recursos económicos, agotamiento del kit de inestabilidad microsatelital y 
no disponibilidad de todos los tejidos, se enviaron cinco muestras representativas de tejido normal 
y tejido tumoral para éste análisis a un Laboratorio particular ubicado en Arequipa (Perú), la técnica 
desarrollada se describe a continuación: 
La prueba de inestabilidad microsatelital por PCR determina la amplificación de los marcadores 
microsatélites BAT25 , BAT26 , BAT 40, NR21, NR22 Y NR24; Y analiza los productos por 
electroforesis en geles de secuenciación. Estos marcadores son los recomendados por la 
American Joint Commission on Cancer, el International Collaborative Group on HNPCC, y el 
HNPCC Cancer Study Group de Alemania . Muestras con inestabilidad en 2 o más de estos 
marcadores son definidas como MSI-High (MSI-H), mientras que aquellas con un marcador 
inestable son designadas como MSI-Low (MSI-L). Muestras sin alteraciones detectables son 
designadas como MSI-stable (MSS). 
Para cada marcador, la columna N indica el tejido normal adyacente al tumor y la columna T indica 
el tejido tumoral. MW indica los marcadores de peso molecular. La presencia de un alelo de menor 
tamaño . en la muestra tumoral que no está presente en el tejido normal indica inestabilidad 
microsatelital. El control positivo que muestra inestabilidad microsatelital es BAT26 , este marcador 
presenta una banda adicional de menor peso molecular (-8bp) indicativa de acortamiento de las 
repeticiones mononucleotídicas en uno de los alelos BAT26. El control negativo usando el 
marcador BA T25 muestra identidad en los tejidos normal y tumoral. 
Las cinco muestras enviadas fueron : 
,/ Consecutivo No. 6: adenocarcinoma que presentó metilación del gen y expresión proteica 
positiva. 
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./ Consecutivo No. 60: adenocarcinoma con expresión negativa de hMLH1 en tejido normal y no 
metilado . 
./ Consecutivo No. 110: adenocarcinoma con expresión positiva de la proteína y metilado . 
./ Consecutivo No. 121 : adenocarcinoma con expresión positiva de la proteína y no metilado . 
./ Consecutivo No. 144: adenocarcinoma con expresión positiva de la proteína y no metilado. 
BAT26 
MII,~';h .\ :, 
MW N T N T ~/IV'¡ ti···· T 
Obteniéndose los siguientes resultados: 
INESTABIliDAD M ICROSATHITAL POR PCR 
Presencia de un ¿¡1"le con ¿¡ccrt3mle!1to nw::lr,ct1dico 
MARCADOR PACIENTE 1 PACIENTE 2 PACIENTE 3 PACIENTE 4 PACIENTE 5 
N T N T N T N T N T 
8AT25 
BATZ6 + + -+ + eN 
BAT40 ti: Of f 
NR21 
NR2Z + + + ... .,. + 
NR24 + + + + + + + ~ f 
Corre·spondencia de muestra de código de proceso VI>. muestra 
Paciente! 1 - Muestra 1 1323-;:2 1323 a1 
Paciente 2 - Muestra 2 UN HMP 61Ja HMP60b 
Paciente 3 - Muestra 3 18887 .. 4-01 1887 -3-01 
Packlnte 4 - Muestra 4 2245-2-Q5 2245-10 .. 05 
Paciente 5 - Muestra 5 7694,1-06 7694 b -05 
En cuatro de los cinco casos remitidos se encontró inestabilidad microsatelital 
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6 Paciente Adenocarcinoma Metilado Normal Baja Sin producción de 
mujer de moderadamente mucina, con 
32 años diferenciado infiltrado 
linfocitano. 
60 Hombre de Adenocarcinoma No Normal en Alta Sin infiltrado 
61 años mucinoso (bien meti lado tejido tumoral linfocitano. 
diferenciado) y negativo en 
tej ido normal 
110 Mujer de Con Metilado Normal Alta Tejido normal (3 de Con infiltrado 
68 años adenocarcinoma 6 marcadores, linfocitano y sin 
mal diferenciado BAT26 no producción de 
detectado) y mucina. 
tumoral (6 de 6 
marcadores) 
121 Hombre de Adenocarcinoma No Normal Alta Con infiltrado 
46 años moderadamente metilado linfocitano y sin 
diferenciado producción de 
mucina. 
144 Hombre de Adenocarcinoma Tejidos Normal Alta Tejido normal (4 de Con infiltrado 
35 años mucinoso con agotados 6 marcadores, linfocitano. 
células en anillo (BAT26 y BAT40 
de sello no detectados) y 
tumoral (6 de 6 
marcadores. 
Resultados del análisis de Inestabilidad Microsatelital. 
En cuanto a los cinco casos que se remitieron para su evaluación, dos correspondieron a 
pacientes menores de 40 años (un hombre y una mujer) , en uno de los cuales se encontró 
metilación del gen (ver tabla caso no. 6) y en el otro no pudo evaluarse el estado de metilación por 
agotamiento de los tejidos, los dos casos tuvieron expresión normal de la proteína de hMLH1 . En 
uno de los dos casos no hubo amplificación en el tejido normal del marcador BAT 26. 
Los tres tumores restantes, correspondieron a pacientes mayores de 41 años (dos hombres y una 
mujer) , uno, un tumor bien diferenciado, uno moderadamente diferenciado y uno mal diferenciado 
en el cual se había presentado metilación del gen , los tres mostraron alta inestabilidad 
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microsatelital. Dos de estos tenían normal expresión de hMLH1 y en uno de estos tumores la 
expresión fue normal en el tejido tumoral y negativa en el tejido normal. 
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8. DISCUSION 
En este estudio se analizaron 155 tumores para evaluar la relación entre los hallazgos 
histopatológicos, la expresión inmunohistoquímica de hMLH1 y el estado de metilación del gen y su 
asociación con la inestabilidad microsatelital. 
Los resultados observados mostraron que el cáncer colorrectal se presenta más frecuentemente en 
edades avanzadas, tal como se describe en la literatura mundial, la mayoría de los cánceres 
colorrectales esporádicos se presentan en pacientes mayores de 60 años y representan cerca del 
80%; entre el 8 al 10% hay antecedentes familiares y de este pequeño porcentaje, el 4 - 8% 
presentan formas claramente hereditarias, en las cuales la edad de inicio es sensiblemente menor 
(79, 80) 
En el presente estudio el 10,4% de los pacientes eran menores de 40 años, el rango de edad fue 
muy amplio con límites entre los 19 a los 90 años, resaltándose que el paciente de 19 años tenía 
un diagnóstico de linfoma de Burkitt y el paciente de 90 años tenía un diagnóstico de 
adenocarcinoma. 
El linfoma primario de colon es una neoplasia poco frecuente que corresponde al 0,2 - 1,2% de 
todas las neoplasias del tracto gastrointestinal, de los linfomas, el mas frecuente es el linfoma No 
Hodgkin . El tracto gastrointestinal se afecta en el 30 a 40% cuando de linfoma extranodal se trata 
(81). 
Catorce de los pacientes menores de 40 años tuvieron diagnóstico de adenocarcinoma, en su 
mayoría eran moderadamente y mal diferenciados. 
De los 121 pacientes mayores de 41 años la mayoría tuvieron tumores moderadamente 
diferenciados (72 de 121). 
Más del 50% de los casos (59.35%) se localizaron en el colon derecho, tal como se describe en la 
literatura, siguiendo en frecuencia los tumores ubicados en el recto . Si bien el grupo fue bastante 
homogéneo con respecto al género, se encontró una mayor proporción de esta localización en las 
mujeres (47 mujeres con tumores localizados en el colon derecho). 
En una serie de 5436 pacientes con cáncer colorrectal publicada por Chiang y colaboradores 
encontraron que el 1,6% eran menores de 30 años, en donde el 5,5% tenían entre 31 a 40 años y 
el 74,6% estaban entre 51 y 80 años, en la misma se observó que la proporción de tumores 
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pobremente diferenciados tiende a disminuir con el incremento de la edad (de 16.9% en el grupo 
de menores de 30 años a 6,2% en mayores de 80 años. Una tendencia similar se evidenció en los 
tumores productores de mucina, siendo mayor en pacientes jóvenes, en el presente estudio no 
hubo dicha correlación, ésta publicación no encontró significancia estadística entre la localización 
tumoral, similar a lo observado en este estudio. 
Los tumores localizados en colon derecho presentaron más frecuentemente ausencia de expresión 
inmunohistoquímica de la proteína y mayor frecuencia de metilación del gen en el tejido tumoral 
(9.4 %), comparado con tumores en otras localizaciones, pero no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas. 
Con respecto al género, dado que el grupo es homogéneo, no fue posible establecer una 
correlación con las demás variables. 
En los grupos de pacientes por edad, (menores de 40 años y mayores de 41 años) al correlacionar 
cada uno de los grupos con respecto a la expresión inmunohistoquímica de hMLH1, se encontró 
una mayor frecuencia de ausencia de expresión proteica en el grupo de mayor edad (22%) 
comparado con el de menor edad (9%), sin acercarse a la significancia estadística. 
Relacionado con la expresión inmunohistoquímica, casi la totalidad de casos presentaron 
expresión positiva en los tejidos normales, excepto 10 casos y de estos, dos casos, en cambio, 
tenían expresión normal en el tejido tumoral correspondiente. En esta circunstancia atípica la 
literatura muestra que la pérdida de la expresión de la proteína del tejido normal puede asociarse 
con una mala fijación de los tejidos (82, 83) o en cualquier caso con falta de eficiencia de la 
técnica inmunohistoquímica. Por otra parte en aquellos tejidos tumorales en los que se observó 
expresión adecuada de la proteína, la explicación posiblemente más obvia sea la de que haya una 
vía de producción del cáncer diferente a la del silenciamiento de genes del sistema MMR. 
No se encontró asociación estadística entre la localización de los tumores, la diferenciación y la 
expresión inmunohistoquímica de la proteína. 
En su mayoría los adenocarcinomas presentaron infiltrado linfocitario, un alto porcentaje de los 
moderadamente diferenciados y la totalidad de los pobremente diferenciados. Con respecto a este 
punto, la literatura describe que la respuesta linfocitaria peritumoral se ha relaciona con un mejor 
pronóstico, lo cual parece contradecir los resultados encontrados en el presente trabajo. Sin 
embargo en otros estudios como el publicado por JR Jass señalan que el infiltrado linfocitario es 
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una variable pronóstica independiente de otras como el patrón de crecimiento o el tipo histológico 
en tumores rectales, igual lo publicó Harrison y colbs. en 1995 en donde concluyó que el infiltrado 
Iinfocitario es una variable independiente en el pronóstico y sobrevida de pacientes con tumores 
localizados en colon derecho. 
Por otra parte, se encontró significancia estadística entre la diferenciación de los adenocarcinomas 
y la producción de mucina, se anota que los tumores mucinosos del colon y recto tienen más pobre 
pronóstico que aquellos no mucinosos (Umpleby et al, 1985; Green et al, 1993; Consorte et al, 
2000), la variedad mucinosa se localiza en el colon proximal (Umpleby et al, 1985; Sarli et al, 
2009), con una alta frecuencia de metástasis a ganglios regionales y peritoneo (Minsky et al, 1987), 
casi siempre son diagnosticados en estadio avanzado. 
Relacionado con el análisis de metilación, la mayor cantidad de lesiones no estaban metiladas, sin 
haber significancia estadística. 
La mayor proporción de casos metilados en cuanto a la localización, estaban en el colon derecho y 
seguido por los localizados en el recto, sin haber significancia estadística. Y aquellos tumores en 
estadios 82 y C2 estaban más frecuentemente metilados, sin asociación estadística. 
Los tumores con infiltrado Iinfocitario se observaron más frecuentemente metilados, al igual que los 
moderadamente diferenciados y los productores de mUcina, todas estas variables sin significancia 
estadística. 
Debido a que en primer lugar no fue posible analizarse la totalidad de las muestras a causa del 
agotamiento de los tejidos, no fue posible establecerse una mayor relación entre metilación e 
inmunohistoquímica y solo fue posible evaluarse en 109 tumores, 102 adenocarcinomas y siete 
lesiones diferentes (tres Iinfomas, dos adenomas, un tumor carcinoide y una reelección sin tumor 
residual). De estos 109 tumores, 80 expresaron la proteína y de estos siete estaban metilados y 73 
estaban no metilados. 
De los tumores que no expresaron la proteína, cuatro tumores estaban metilados y 25 estaban no 
metilados. 
Dados los inconvenientes técnicos no fue posible realizar el estudio de inestabilidad microsatelital 
por lo que solo se llevaron a cabo determinaciones en 5 especímenes. Tres de los tumores 
correspondieron a pacientes menores de 50 años y dos a mayores de 50 años. Pese al pequeño 
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número de casos, llama la atención la presencia de alta inestabilidad en cuatro de los cinco 
tumores remitidos para dicho análisis. En uno se presentó baja inestabilidad. Este último 
correspondió a una mujer de 32 años, lo cual llamó la atención por cuanto la edad de la paciente 
hacía suponer que se tratara de una forma hereditaria de cáncer colorrectal: En las formas 
hereditarias se considera que la inestabilidad microsatelital se encuentra en el 100% de los 
pacientes. 
De los cuatro tumores que presentaron alta inestabilidad microsatelital, uno, correspondió a una 
mujer de 68 años en quien se encontró metilación del promotor MLH1 y expresión normal de la 
proteína, dos fueron adenocarcinomas bien diferenciados y con producción de mucina y otro, 
adenocarcinoma no mucinoso ... A uno de los adenocarcinomas, productor de mucina, no fue 
posible evaluarle el estado de metilación del promotor de MLH1 por agotamiento de los tejidos, sin 
embargo, por tratarse de un hombre joven de 35 años con aparición temprana del tumor 
colorrectal, se pensó en cáncer hereditario. 
Se ha descrito en el cáncer colorrectal que la inestabilidad microsatelital y el infiltrado linfocitario le 
confieren menos agresividad, así pacientes con estadio clínico 11, estables o con baja inestabilidad 
microsatelital sin infiltrado linfocitario presentan pobre pronóstico y requerirán de una terapia 
neoadyuvante mas agresiva, según lo hipotetizado por Kumar y colaboradores (2009) y se remiten 
al trabajo publicado en 2006 por Galon y colaboradores quienes lograron validar que la respuesta 
inmune adaptativa influencia el pronóstico de tumores, por lo tanto es valorable en el tratamiento 
del cáncer colorrectal. En el presente estudio en los adenocarcinomas con alta inestabilidad se 
encontró buena diferenciación 
Es de anotar que entre las lesiones diferentes a adenocarcinoma, se encontraron cuatro tumores 
sin expresión inmunohistoquímica de hMLH1 : 3 linfomas y una resección sin tumor residual, lo 
cual podría explicarse por falta de efectividad de la prueba inmunohistoquímica. Sin embargo, se 
ha descrito en la literatura desde finales de la década pasada que ratones deficientes en MLH1 
muestran una mayor susceptibilidad a desarrollar tumores en el tracto digestivo y extraintestinales, 
entre ellos linfomas (85, 86, 87, 88). Edelmann y colaboradores estudiaron ratones homocigotos 
MLH1 -/- los cuales desarrollaron tumores extraintestinales entre ellos linfomas No Hodgkin, 
linfomas linfoblásticos de células T entre otros (piel y pulmón), con preponderancia de los linfomas 
sobre otro tipo de tumores. 
El producto de la resección sin tumor residual, que presentó ausencia en la expresión de hMLH1, 
cabe recordar que se evaluó el tejido del sitio de la lesión resecada, bien podría presentar 
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hipermetilación del promotor de MLH1 y/o otras alteraciones génicas en el epitelio próximo al tumor 
en este caso resecado . En algunos trabajos como el publicado por Nagakawa y colaboradores 
publicado en 2001 , se evidenció hipermetilación del promotor de MLH1 en tejido normal 
fuertemente asociado a edad avanzada y desarrollo de cáncer colorrectal esporádico con 
inestabilidad microsatelital . 
Con respecto al estado de metilación del gen MLH1 , se presentó en mayor proporción en pacientes 
mujeres, al igual que la negatividad en la expresión inmunohistoquímica de hMLH1 en tejido 
tumoral , sin embargo, esta diferencia no fue estadísticamente significativa. Vale la pena señalar 
que esta tendencia ha sido señalada en trabajos previos (84) 
Con el presente estudio se logró establecer que la mayoría de pacientes con edades por encima de 
los 41 años presentaron adenocarcinomas moderadamente diferenciados, localizados en colon 
derecho y recto , los cuales exhibieron respuesta linfocitaria peritumoral, en su mayoría con 
expresión normal de la proteína hMLH1 y sin metilación del promotor de MLH1 . 
En cuanto a los tumores metilados y que no expresaron la proteína, la mayoría correspondieron a 
pacientes mayores de 41 años de edad con adenocarcinomas moderadamente diferenciados y 
también con respuesta linfocitaria peritumoral, ajustándose a lo publicado en la literatura mundial. 
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9. Conclusiones. 
En el presente trabajo se encontraron los siguientes resultados: 
.:. Se estudiaron 155 casos, de los cuales 147 tumores fueron adenocarcinomas . 
• :. El 10% de los pacientes fueron menores de 40 años (edad tenida en cuenta de acuerdo 
con los criterios internacionales), que en principio tendría un criterio para ser considerados 
como casos hereditarios 
.:. La mayor parte de los casos evaluados estaban en los estadios 82, C1 y C2 . 
• :. De los casos 147 adenocarcinomas estudiados, 137 casos (93%) presentaron infiltrado 
linfocitario, lo cual supone un factor de buen pronóstico para una gran mayoría de los 
tumores colorrectales . 
• :. El 52% de los adenocarcinomas eran moderadamente diferenciados y sin producción de 
mucina , asociación que se encontró estadísticamente significativa y que se correlaciona 
con el pronóstico . 
• :. La mayor parte de los tumores estudiados se localizaron en el colon derecho, tal como se 
ha reportado en la literatura . 
• :. El 9.6% de los tumores presentaron metilación del promotor MLH1 , la mayoría fueron 
pacientes mujeres, no encontrándose significancia estadística, ni con esta ni con otras 
variables . 
• :. En el 21 .1 % de los tumores no hubo expresión inmunohistoquímica de MLH1 , 
.:. No se encontró correlación 1 a 1 entre la metilación del gen y la no expresión de la 
proteína, lo cual fue considerado como relacionado con la falta de eficiencia de la técnica 
inmunohistoquímica 
.:. La falta de datos de antecedentes personales y familiares en los pacientes evaluados 
impidió establecer una correlación entre variables histopatológicas, de metilación e 
inmunohistoquímicas y el curso clínico y pronóstico, particularmente importante en el grupo 
de pacientes menores de 40 años (edades que oscilan entre los 19 y 40 años) . 
• :. Se encontró que de 5 muestras en las cuales se evaluó inestabilidad microsatelital , tanto 
en tejido normal como tumoral, 4 presentaron alta inestabilidad , lo cual podría reflejar la 
tendencia general a la inestabilidad tanto en cánceres hereditarios como esporádicos . 
• :. Por dificultades técnicas no fue posible demostrar la correlación entre la inestabilidad 
microsatelital con las otras variables . 
• :. Aunque no hubo una amplia asociación estadística entre las variables, lo observado refleja 
los resultados de otros trabajos publicados, con lo que el uso de la histología , la 
inmunohistoquímica y la metilación podrían aplicarse como un método de evaluación del 
pronóstico. 
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METILACIÓN DEL GEN MLH1 E INESTABILIDAD DE MICROSATÉLlTES 
UNA SERIE DE PACIENTES CON CÁNCER COLORRECTAL 
INFORMACION DE LOS CASOS ESTUDIADOS 
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1 4 64 1 5 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 IHQ TUMOR 
IHQ TEJIDO M U 
NORMAL 
2 4 71 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo Pos~ivo NO SI 
3 4 83 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
4 4 65 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo SI NO 
4 57 1 5 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
>-< 6 4 32 2 4 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
7 4 56 2 5 1 2 2 2 sin tumor residual 1 pos~ivo pos~ivo SI SI 
8 4 25 1 5 5 1 1 2 1 carcinoma mucinoso 1 negativo pos~ivo NO SI 
9 4 48 2 3 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI 
10 4 55 2 3 1 1 2 2 1 adenocarcinoma in s~u 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
11 4 57 1 3 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
12 4 58 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI 
13 4 83 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo negativo NO SI 
14 4 57 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo negativo NO Si 
15 4 67 1 1 5 1 1 2 1 carcinoma mucinoso 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
16 4 64 2 5 4 1 1 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
17 4 60 1 2 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo positivo NO SI 
18 4 74 1 3 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo positivo NO SI 
19 4 51 1 5 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
20 4 79 2 5 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI 
~ -~ -- ---- ------ -- - - --- '---- - - L ~ 
21 4 75 2 1 5 1 1 2 1 carcinoma mucinoso 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
22 4 60 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo negativo SI NO 
23 4 69 2 1 5 1 1 1 2 carcinoma mucinoso 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
24 4 2 5 5 1 2 2 1 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI 
25 4 30 2 2 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
26 1 41 2 2 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
27 1 64 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo negativo 
28 1 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 2 pos~ivo pos~ivo NO SI 
29 1 81 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo negativo NO SI 
30 1 1 1 5 2 2 2 tumor carcinoide 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
31 1 66 2 5 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
32 1 81 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
33 1 2 3 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
34 1 65 1 4 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
-; 
-; 35 4 48 1 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 posHivo pos~ivo NO SI 
36 1 72 2 1 5 2 2 2 tumor de células grandes 1 negativo negativo NO SI 
37 1 56 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
1 63 2 3 5 1 2 2 1 displasia de atto grado 1 pos~ivo pos~ivo 
39 1 43 1 5 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 2 pos~ivo posHivo 
40 1 84 1 1 5 1 2 2 3 dadencarcinoma pobremente diferenciado que infittra serosa 1 pos~ivo posHivo NO SI 
41 1 66 1 4 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
42 4 37 2 1 2 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 2 NO SI 
43 1 26 2 1 6 1 2 2 1 carcinoma mucinoso 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
44 1 54 1 4 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
45 2 2 4 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
46 2 1 4 4 1 2 2 2 Adenocarcinoma bien diferenciado 2 NO SI 
47 2 1 5 4 1 2 2 1 Adenocarcinoma bien diferenciado 2 NO SI 
48 2 1 3 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
49 2 1 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma originado en adenoma velloso con compromiso hasta la serosa 1 NO SI 
50 2 1 3 4 1 2 2 1 Adenocarcinoma bien diferenciado 2 pos~ivo pos~ivo NO SI I 
51 2 2 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 2 pos~ivo pos~ivo NO SI 
, 
i 
¡52 2 1 4 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado 1 pos~ivo positivo NO SI I 
153 2 1 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 2 negativo negativo NO NO 
-
54 2 2 5 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 NO SI 
55 2 1 5 4 1 2 2 1 Adenocarcinoma bien diferenciado 1 NO SI 
56 3 64 1 1 4 1 1 2 1 
adenocarcinoma moderadamente diferenciado con componente mucinoso e invasión a 
1 negativo pos~ivo NO SI 
serosa 
57 3 41 2 1 5 1 2 2 3 
Carcinoma de celulas en anillo de sello pobremente diferenciado que invade hasta la 
1 pos~ivo pos~ivo NO NO 
serosa 
58 3 81 2 1 3 1 1 2 2 
Adenocarcinoma moderadamente diferenciado con componente mucinoso e invasion a 
serosa 
1 pos~ivo pos~ivo NO NO 
59 3 66 2 1 5 1 1 1 2 Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 1 pos~ivo pos~ivo SI NO 
60 3 61 1 3 4 1 1 1 1 adenocarcinoma mucinoso que invade a serosa 1 pos~ivo negativo NO SI 
61 4 72 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma mucinoso que invade a serosa 1 pos~ivo pos~ivo SI SI 
62 3 40 1 1 5 1 1 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
63 3 51 2 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
64 3 46 2 3 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
65 3 44 1 1 4 1 1 1 2 
adenocarclnoma moderadamente drterenclado con componente mUCInOso e InvaSlOn a 
1 pos~ivo pos~ivo 
serosa 
66 3 55 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
67 3 62 2 1 4 1 1 1 2 
adenocarclnoma moaeraoamente orrerenclaoo con componente muclnoso e InvaSlOn a 
1 pos~ivo pos~ivo 
serosa 
68 3 71 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
3 42 1 1 6 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI -- 70 3 38 1 1 5 1 1 1 3 adenocarcinoma pobremente diferenciado con componente mucinoso e invade hasta 1 pos~ivo pos~ivo serosa 
71 3 59 2 1 5 1 1 1 2 
adenocarcinoma moderadamente diferenciado con componente mucinoso e invasión a 
1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
serosa 
72 3 79 2 1 4 1 1 2 1 adenocarcinoma mucinoso que invade a serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
73 3 63 2 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
74 3 85 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderada a pobremente diferenciado que invade a serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
75 3 75 2 5 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
76 3 40 2 3 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
77 3 59 2 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma metastático 1 pos~ivo pos~ivo 
78 3 42 1 3 4 1 1 2 1 adenocarcinoma mucinoso que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
79 3 70 1 1 5 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
80 3 57 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo pos~ivo 
81 3 62 1 1 5 1 2 2 2 Adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta la serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO 
82 3 61 2 1 4 1 2 2 2 Adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta la subserosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
83 3 73 2 3 5 1 2 2 3 adenocarcinoma pobremente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
84 3 37 2 1 5 1 2 2 1 adenocarcinoma mucinoso que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
85 3 70 1 1 5 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
86 3 75 2 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que infi~ra hasta subserosa 1 pos~ivo pos~ivo NO NO 
87 3 62 2 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma mucinoso que invade hasta serosa 1 NO SI 
88 3 60 2 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
89 3 55 2 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma mucinoso que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI 
90 3 87 2 1 5 1 2 1 1 adenocarcinoma mucinoso que invade hasta serosa 1 SI 
91 3 36 1 5 5 1 2 2 2 adenocarcinome moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
92 3 76 1 5 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado infiMrante hasta muscular 1 NO SI 
93 3 47 2 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado infinrante hasta muscular 1 positivo pos~ivo NO 
94 3 69 2 1 5 1 2 2 3 adenocarcinoma pobremente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo positivo NO SI 
95 4 1 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo positivo NO SI I 
96 4 72 1 5 4 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 positivo positivo NO SI 
97 4 53 1 1 5 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
98 4 1 1 4 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 negativo 
99 4 54 1 5 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo positivo NO SI 
100 4 67 1 5 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado infinrante hasta muscular 1 negativo positivo NO SI 
101 4 65 1 5 4 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo posHivo NO SI 
102 4 83 1 5 3 2 2 2 adenoma tubulovelloso 1 positivo pos~ivo NO SI 
103 4 2 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que infiltra la muscular 1 positivo positivo NO SI 
104 4 70 1 5 3 2 2 2 adenoma tubular con displasia de bajo grado 1 positivo positivo NO SI 
105 4 91 2 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamenle diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo positivo NO SI 
,..... 106 4 63 1 1 4 1 2 
< 
2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo negativo NO SI 
107 4 47 2 5 3 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
108 4 76 2 5 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo po~ivo NO SI 
109 4 69 2 3 3 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 negativo positiva SI SI 
110 4 68 2 2 3 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 2 positivo positiva SI SI 
111 4 58 2 1 3 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 negativo positivo NO SI 
112 4 20 2 2 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa . 1 positivo positivo NO NO 
113 4 47 2 1 4 1 1 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 positivo SI NO 
114 4 76 2 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
115 4 79 1 2 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasla serosa 1 negativo positivo NO NO 
116 4 59 2 1 3 1 2 2 2 adenocarcinome moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivO NO SI 
117 4 78 1 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
118 4 1 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 2 positivo negativo NO SI 
119 4 76 2 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
120 4 73 1 1 4 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado 1 positivo positivo NO SI 
121 4 46 1 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
122 4 77 2 1 4 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 po~ivo positivo NO SI 
123 4 77 2 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivO NO SI 
124 4 77 1 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI 
125 ~ 72 1 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
-
126 4 60 1 1 4 1 2 2 3 adenocarcinoma mal Merenciado que invade hasta la serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
127 4 83 2 3 4 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO NO 
128 4 32 2 1 3 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo 
129 4 57 1 1 3 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
130 4 19 1 1 4 2 2 2 Linfoma de Burkitt 1 
131 4 56 2 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
132 4 47 1 1 3 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo SI SI 
133 4 53 1 3 3 2 2 2 linfoma de célula grande tipo B 1 negativo pos~ivo SI NO 
134 4 66 2 5 2 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado + adenoma velloso con displasia de a"o grado 1 pos~ivo pos~ivo SI SI 
135 4 70 2 1 3 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
136 4 59 1 5 3 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo SI SI 
137 4 64 2 5 1 2 2 1 adenoma con displasia de a"o grado 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
138 4 70 2 3 2 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que infi"ra hasta subserosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
< 139 4 1 5 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo positivo NO SI 
140 4 73 2 1 3 2 2 2 linfoma de célula grande tipo B 1 negativo pos~ivo NO SI 
141 4 86 2 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
142 4 73 2 5 2 1 2 2 1 pólipo adenomatoso velloso con displasia de a"o grado 1 positivo pos~ivo 
143 4 59 2 1 3 1 2 2 1 adenocarcinoma bien diferenciado que infiltra la muscular 1 negativo positivo 
144 4 35 1 1 4 1 1 2 1 adenocarcinoma mucinoso y de células en anillo de sello que infi"ra serosa 1 pos~ivo pos~ivo 
145 4 50 1 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 2 pos~ivo pos~ivo NO SI 
146 4 43 2 2 3 1 1 1 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
147 4 73 2 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
148 4 66 1 5 2 1 2 2 1 adenoma tubulovelloso con displasia de bajo y a"o grado 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
149 4 74 2 1 3 1 2 2 1 Adenocarcinoma 1 negativo pos~ivo NO SI 
150 4 61 2 1 3 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 negativo pos~ivo NO SI 
151 4 56 1 1 3 1 2 2 3 adenocarcinoma mal diferenciado que invade hasta la serosa 1 pos~ivo pos~ivo NO SI 
152 4 55 2 2 3 1 1 1 2 
adenocarcinoma moderadamente diferenciado con componente mucinoso e invasión 
1 negativo negativo NO SI 
a serosa 
153 4 58 1 1 4 1 2 2 2 adenocarcinoma moderadamente diferenciado que invade hasta serosa 1 positivo pos~ivo NO SI 
154 4 67 1 1 2 1 2 2 1 adenoma velloso con displasia de a"o grado 1 NO SI 
155 4 76 1 1 2 1 2 2 1 adenoma tubulovelloso con displasia de a"o grado 1 NO SI 
